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締 ･;ト
生 物 は 生 存 す ろ た め に 内部 環 境 の 恒 常 性 を 維 持 し な け れ ば な ら な
い ｡ 恒 常 性 と は 生 体 内 の 状 態 が 一 定 に 保 た れ て ､ も し 撹 乱 が あ っ た
と き 元 の 状 態 に 戻 る 傾 向 の こ と を い う ｡ 細 胞 レ ベ ル で も 多 か れ 少 な
か れ 恒 常 性 は 存 在 す る ｡ 高専 動 物 で は 個 体 レ ベ ル で 内 部 状 態 が 調 節
さ れ て い る の で 細 胞 自 体 の 調 節 能 力 は 小 さ い が ､ 細 菌 類 の よ う な 単
細 胞 生 物 で は 強 力 な 恒 常 性 が 存 在 す る ｡ 事 実 ､ 細 菌 頼 で は 細 胞内 の
代謝 速 度 ､ イ オ ン 溝 度 ､ 浸 透 圧 ､ 還元 状 態 な ど が 一 定 に 調 節 さ れ て
l
お り ､ そ れ ら が 正 常 な 値 か ら ず れ る と 増 殖 で き な く な る ｡ 本 論文 の
目 的 は ､ そ の う ち の 一 つ で あ る 細 胞 内 pHを 一 定 に 保 つ 機 構 を 明 ら か
に す る こ と で あ る ｡
恒 常 性 と い う 概 念 は ､ ア メ リ カ の 生 理 学 者 で あ る シ ャ ノ ン に よ っ
て 2 0世 紀 初 預 に 提 唱 さ れ た ｡ こ の 考 え 方 は 数 学 者 の ウ ィ ー ナ ー に
よ っ て 数 学 的 に 基 礎 ず け ら れ た ｡ 要約 す る と ､ 系 の 内 部 状 態 を 一 定
に 保 つ た め に は 出 力 の 一 部 を 参 照 し て 系 の 動 作 を 調 節 す れ ば 良 い と
い う こ と で あ る ｡ こ の こ と を 彼 は フ ィ ー ド バ ッ ク と 名 付 け 数 学 的 に
基 礎 づ け ､ サ イ バ ネ テ ィ ク ス と 言 う 学 問 分 野 が 成 立 す る 元 と な っ た
(1)｡ こ の よ う な 機 構 は 自 動 的 に 働 く 機 械 の 設 計 に 不 可 欠 で ､ 特 に電
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子 回 路 で 容 易 に 実 現 で き る た め に 今日 の エ レ ク ト ロ ニ ッ ク ス 文 明 の
繁 栄 を 招 い た ｡
一 方 ､ 生 摘 草 で も こ の フ ィ ー ド バ ッ ク と い う 概 念 を 手 が か り に 恒
常 性 を 維 持 す る 機 構 に 対 す る 研 究 は 神 経 と ホ ル モ ン の 分 野 で 進 ん だ
(2)｡ と こ ろ が ､ 細 胞 レ ベ ル の 恒 常 性 の 研 究 は そ の 研 究 手 段 で あ る 生
化 学 と は 考 え 方 が 馴 染 み に く い た め す ぐ に は 始 め ら れ な か っ た ｡ 最
初 に 試 み ら れ た の は 細 菌 類 の 代 謝 調 節 に つ い て で あ る ｡ モ ノ - は こ
の 代 謝 調 節 に お け る 情 報 論 的 ア ブ ロ
.
- チ を 微 視 的 サ イ バ ネ テ ィ ク ス
と 呼 ん だ(3)｡
モ ノ ー は 摘 性 部 位 以 外 に 代 謝 基 質 や 中 間 体 や 産 狗 が 結 合 し て 油 性
が 変 化 す る 酵 素 を ア ロ ス テ リ ヅ ク 酵 素 と 名 付 け た ｡ ア ロ ス テ リ ッ ク
酵 素 を 含 む 代 謝 系 は フ ィ ー ド バ ッ ク ル ー プ に よ っ て 調 節 さ れ う る だ
け で な く ､ フ ィ - ド フ ォ ワ ー ド ル - プ や 他 の 代 謝 系 の 産 物 な ど に よ
っ て も 調 節 さ れ る よ う に な る ( 平 行 活 性 化) ｡ 更 に ､
' 細 菌 頬 で は 代
謝 系 の 遺 伝 子 の 発 現 は オ ペ ロ ン 説 で 説 明 さ れ る よ う に 一 種 の オ ー ト
マ ト ン で 外 部 か ら の 基 質 に よ っ て 2 情 的 に 制 御 さ れ て い る ｡ こ の よ
う に 代 謝 で は 分 子 レ ベ ル で も サ イ バ ネ テ ィ ク ス の 方 法 で 適 用 で き る
こ と が 明 ら か に さ れ て い る (4)｡
代 謝 以 外 の 細 胞 の 生 理 機 能 も 上 で 述 べ た 方 法 で 説 明 で き る こ と を
本 論 文 で 述 べ る ｡ 実 の と こ ろ ､ 細 胞 内 pHや 浸 透 圧 な ど 代 謝 と は 一 見
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閥族 な い よ う に 見 え る 生 理 機 能 は 代 謝 系 の 考 え 方 を 単 に 拡弓長す れ ば
良 い と い う 程 に は 平 坦 で は な か っ た(5)｡ 代 謝 で は 調 節 さ れ る の は そ
の 産 物 の 量 で あ る こ と は 明 か で あ る が ､ 細 胞 内pHや 浸 透 圧 で は 何が
調 節 さ れ る か と 言 う こ と は そ れ ほ ど 明 ら か で は な い ｡ 細 胞 内pHを 例
に 挙 げ る と ､ 細 胞 内pHが 中 性 付 近 に 保 た れ て い る の は 積 極 的 な 調節
の 結 果 な の か 細 胞 内 pfl調 節 と は 関 係 な い 生 理 機 能 が 働 い た 結 果 な の
か は 分 か ら な か っ た ｡ も う - つ は ､ 細 胞 の 生 理 機 能 を 考 え る 上 で イ
オ ン が 重 視 さ れ て い な か っ た た め で あ る ｡
後 者 の よ う な 見 方 を 変 え る 先 駆 的 な 研 究 は 江療 ら の カ ル シ ウ ム に
よ る 筋 収 縮 の 制 御 で あ っ た(6,7)｡ 通常 ､ 筋 肉 の 細 胞 内 はCa2
＋ が 10
‾
7
. H以 下 に 保 た れ て お り ､ 細 胞 外 よ り も10 0 0倍 も 低 い ｡ 刺 激 を 受 け る
と ､ 筋 小 胞 体 の 腰 上 に 存 在 す る Ca2 ◆ チ ャ ン ネ ル が 開 い て Ca2 ＋ が 細 胞
質 に 流 出 す る ｡ 洗 出 し たCa乏 ＋ は ト ロ ポ ニ ン と 結 合 し ト ロ ポ ミ オ シ ン
を 介 し て ア ク ト ミ オ シ ン を 滴 性 化 し て 筋 収 縮 を 開 始 さ せ る ｡ 逆 に 筋
肉 が 弛 繕 す る に は 細 胞 内Ca2 ◆ 濃 度 が 1 0
- †M以 下 に な る こ と が 必 要 で あ
る ｡ 筋 細 胞 内 の Ca2 ' 濃 度 が 低 い レ ベ ル に 保 た れ て い る の はCa2 ' をCa
2 ' - A TPa s eが 筋 小 胞 体 内 に 汲 み 上 げ る か ら で あ る こ と が 分 か っ て い る ｡
こ の 様 に 筋 肉 細 胞 で は Ca2 ◆ 洩 度 を 一 定 の レ ベ ル に 保 つ メ カ ニ ズ ム と
そ の 生 理 的 忠 菰 が 分 か っ て い る ｡ 更 に ､ 細 胞 内 Ca2 ◆ 濁 度 は 妬 細 胞 だ
け で な く - 般 の 細 胞 で も 低 く 保 た れ て い る ｡ 柿 内 ら はCa之 ＋ が カ ル モ
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ジ ュ リ ン と い う 調 節 蛋 白 を 介 し て 細 胞 内 の 様 々 な 代 謝 を 調 節 し て い
る こ と を 明 ら か に し た(8,9)｡
今 日 ま で に 他 の イ オ ン も 通 常 ､ 細 胞 内 の 洩 度 が 一 定 に 保 た れ て い
る こ と が 分 か っ て い る ｡ K◆ は 黄 白 合 成 に 10 0mN以 上 必 要 で あ り ､ 輸 送
系 に よ る 取 り 込 み に よ っ て 細 胞 内 の 洩 度 が そ れ 以 下 に 下 が ら な い よ
う に 調 節 さ れ て い る(10 ,ll)｡ Hg2 ＋ も 蛋 白 合 成 の 至 適 洩 度 が 2〟 H で僅
か で も ず れ る と 黄 白 合 成 の 活 性 が 蒋 ち る こ と か ら ､ 細 胞 内 の 膿 度 は
厳 密 に 保 た れ て い る と 考 え ら れ て い る(1 0,l l)｡ 中 度 高 塩 菌V i brio
旦 幽 ユ旦は2 - 3 Hの NaC l中 で 生 育 で き る に も 関 わ ら ず 細 胞 内 の Na＋ 減
度 は 低 く 抑 え ら れ て お り (1 2)､ そ の 黄 白 合 成 系 は 高 過 度 の Na ' で 阻害
さ れ る と い う 報 告 が あ る(13)｡ ま た ､ Str epto c o c c u sfa e c alisは 紬
胞 内 の Na ' 洩 度 を 高 く し た り ､ 細 胞 外 ヘ Na' を 排 出 で き な い 変 異株 で
は 高 波 度 のNa ＋ 存 在 下 で は 生 育 で き な い た め 細 胞 内 の Na' 膿 度 は 低く
保 た れ な く て は な ら な い と 考 え ら れ て い る (14)｡ ･動 物 細 胞 で は ､ 通
常 は 低 く 保 た れ て い る 細 胞 内Na ' 渡 度 が ､ 細 胞 分 裂 の と き に 一 過 的 に
上 が り ､ そ れ を 阻 害 す る と 細 胞 分 裂 も 阻 害 さ れ る こ と か らNa ' は 細 胞
分 裂 の シ グ ナ ル の 一 つ で あ る と 考 え ら れ て い る(15,1 6,1 7)｡
現 在 ま で に 細 胞 内 の イ オ ン 濃 度 も 代 謝 物 と 同 様 に 恒 常 性 が あ り ､
さ ま ざ ま な 生 理 機 能 に 関 係 し て い る こ と が わ か っ て い る が(18)､ 細
胞 内pt!調 節 に 関 し て は 19 7 0年 代 後 半 ま で 本 格 的 に 取 り 組 ま れ な か っ
一色-
た(19)｡ 一 つ に は 細 胞 内pHを 測 る 技 術 が 確 立 し た の が 比 較 的 最 近で
あ る と い う こ と も あ る ｡ も う 一 つ に は 細 胞 内pHが 測 ら れ 出 し た 背 景
に は 細 胞 内 ptl調 節 と は 関 係 な く 当 時 問 題 に な っ て い た 酸 化 的 リ ン 較
化 の 機 構 の 解 明 と い う こ と が あ っ た か ら で あ る ｡
Pete r Mi tchel lは 酸 化 的 リ ン 酸 化 が 化 学 エ ネ ル ギ ー に よ っ て で は
な く 膜 内 外 の H＋ の 電 気 か 学 的 ポ テ ン シ ャ ル ( プロ ト ン 駆 動力 ) に よ
っ て お こ る と い う 化 学 浸 透 圧 説 を 提 唱 し た(20)｡ プ ロ ト ン 駆 動 力 は
次 式 で 衷 さ れ る ｡
～
∠L 且_且ニ
F
= △ ゆ - Z △pn
(△ ゆ は 膜 電 位 , Z = L 旦旦旦ど )
化学 浸 透圧 説 を 検 証 す る た め に は プ ロ ト ン 駆 動 力 を 測 定 し な けれ ば
な ら な い が ､ こ の た め に pH差 や 頗 電 位 が 測 定 さ れ た の で あ る ｡ そ の
結 果 ､ Hi tchellの 説 は 立 証 さ れ ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 はA T P合 成 の み な ら
ず 膜 内 外 の 物 質 輸 送 に も 使 わ れ て い る こ と が わ か っ た(20)｡
し か し ､ こ の 研 究 の 過 程 で pH差 か ら 細 菌 類 の 細 胞 内 pHが 求 っ た ｡
そ れ に よ っ て 明 ら か に な っ た こ と は ､ た と え 好 酸 性 蘭 や 好 ア ル カ リ
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性細 菌 で あ っ て も 細 胞 内 は 中 性 付 近 に 保 た れ て い る と 言 う こ と で あ
る ｡ 例 え ば ､ 大 腸 菌 や Str epto c occu s fa e c al isの 喝 合 で は pH6 - 9と
い う 広 い 範 囲 で 細 胞 内 は pH 7.5付 近 に 保 た れ て い る と 報 告 さ れ て い る
(5,19)｡ さ ら に ､ 細 胞 内 外 の pH差 を な ( し て 大 腸 菌 やS_ I fa e c alis%
培 養 し た と き ､ 増 殖 速 度 に pH依 存 性 が あ る こ と か ら 細 胞 内 pHを 積 極
的 に 中 性 に 保 つ こ と は 細 胞 の 生 育 に と っ て 重 要 で あ る と 考 え ら れ て
い る(21,2 2)｡ そ の た め 現 在 で は ､ 紳 梅 内 pH に関 す る 研 究 は 細 菌 頼 に
と ど まらず真 核 生物 で も 広 く 行 わ れ る よ う に な っ た(23,24)｡
細 菌 類 の 細 胞 内 p和訳 節 機 構 に 関 す る 本 格 的 な 研 究 は ､ 19 8 0年前 後
に 大 腸 菌 や旦･ fa e c al isや Ba cillu s alcaloph i lu sな ど で 細 胞 内pHが
損 な わ れ た 変 異 株 に つ い て の 報 告 か ら 始 ま っ た(25,26 ,2 1,2 7)｡ こ の
時 以 来 ､ 様 々 な 生 特 種 で 研 究 が 行 わ れ た が ､ 現 在 で も 研 究 の 主 流 は
細 菌 類 の 系 で あ る ｡ 細 菌 類 は ､ 頗 系 が 単 純 で 細 胞 膜 の 輸 送 系 に 関 す
る 知 見 の 蓄 積 が あ り ､ ま た 培 養 条 件 が 設 定 し 易 い の で 細 胞 生 理 学 レ
ベ ル の 実 験 も や り や す い ｡ さ ら に 遺 伝 学 的 手 旗 も 使 い や す い ｡ こ れ
ら の 点 で 真 核 生 物 と 比 べ る と 遥 か に 有 利 で あ る ｡
細 胞 内 pnを 測 定 す る 方 法 は1 97 0年 代 に 開 発 さ れ た ｡ 細 菌 簸 で はpH
を 測 定 す る 方 法 は 次 の 2 つ の や り 方 で 行 わ れ て い る(5.19)｡ 1 つ は
弱 酸 ま た は 弱 塩 基 の 膜 内 外 の 平 衡 を 利 用 す る 方 法 で あ る ｡ こ こ で は
弱 酸 の 場 合 を 例 に 挙 げ る ｡ 弱酸 A の解 離 型 を A
ー
非 解 離 型 を HA と
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表 す ｡ Å
‾
は 細 胞 膜 に 不 適 過 で あ る が HA は 通 過 で き る ｡ 平 衡 状 態 で
揺
Ka =
皿 十㌫ 一汗
in 臥ニュ 山
【A H] O ut
AH8ま 膜 を 通 過 で き る の で 【A H] l n = [A H] o ut よ り
pH in - pHo ut = A pll ≡ log
A - ; ∩
【Å ‾】 o ut
た だ し pHo ut 〉 pK ＋ 1 で ほ と ん ど の 弱 酸 が 解 離 し て い る と き.測 定
可 能 で あ る ｡ 実 際 の 測 定 は ､ 放 射 性 同 位 元 素 で 療識 さ れ て い る A 杏
細胞 の 懸 濁 液 に 加 え る ｡
.
細 胞 の 容 積 が わ か っ て い る 時 [A
‾
] i n は
A の取 り 込 み か ら も と ま る ｡ [A‾ ] o u t は 外 側 に あ る A
‾
の 洩 度で
細 胞 が 少 量 の 時 は 懸 濁 液 中 の A･の 濃度 と 考 え て よ い ｡ 取り 込 み に よ一
つ て 測 定 を 行 う の で+ 弱 酸 を 用い る の は 主 と し て 内 側 が 外 側 よ り も
ア ル カ リ 性 の 時 で あ る ｡ こ の 方 法 は 簡 便 に で き る の で 良 く 使 わ れ る ｡
も う 一 つ は ､ pHに 応 答 す る 指 示 薬 を 細 胞 内 に 取 り 込 ま せ 外 部 か ら
測 定 す る 方 法 で あ る(2 8,2 g) ｡ リ ン 酸 あ る い は メ チ ル リ ン 瞭 で は寺1P
)
- N HR のケ ミ カ ル シ フ ト が pHに よ っ て 変 化 す る ｡ こ の 性 賞 を 利 用 し て
1 7-
細 胞内外 の ピ ー ク の ず れ か ら 細 胞 内 外 の pu差 を 求 め る こ と が で き る ｡
こ れ ら 2 つ の 方 法 に は 一 長 一 短 が あ る ｡ 前 者 で は 試 薬 の 細 胞 へ の
吸 着 を 無 視 で き な い
1
場 合 や 解 離 pHの 備 に よ っ て 使 用 に 制 約 が あ る が ､
後 者 で は 現 在 ま だ 感 度 が 悪 く 細 胞 が 大 量 に 必 要 な た め 非 生 理 的 条 件
で し か 測 定 で き な い ｡ こ れ ら 2 つ の 方 法 で 同 じ 条 件 下 で 同 じ 値を 得
ら れ る の で ､ こ れ ら の 方 法 で 得 ら れ た 億 は 正 し い と 考 え ら れ て い る ｡
こ れ ま で の 多 く の 細 胞 内pH調 節 の 報 告 は 簡 便 で し か も 生 理 的 条 件 で
謝 れ る 弱 酸 或 は 弱 塩 基 を 用 い る 方 法 で 行 わ れ て い る ｡ 本 論 文 で も 弱
酸 を 使 っ て 細 胞 内 pHを 測 定 し た ｡
こ の 種 な 方 法 で 調 べ ら れ た 結 果 訴 べ ら れ た 全 て の 細 菌 類 で 細 胞内
pHは 中 性 付近 に 保 た れ て い た(5 ,1 9)｡ こ の 理 由 と し て か つ て は 代謝
産 物 に よ っ て 細 胞 内 pHを 変 化 さ せ た り ､ 細 胞 膜 がn' の 障 壁 と な っ て
H' を 通 さ な い た め で あ る と 考 え ら れ た が (3 0- 32)､ 今 日 で は 細 胞 膜 の
托＋ に た い す る 透 過 性 が 謝 ら れ て お り 積 極 的 にfI' を 輸 送 し な い と 細 胞
内pHを 中 性 付 近 に 保 て な い と 考 え ら れ て い る(33,34)｡
細 胞 内 pH調 節 に蘭す る 限 り ､ 呼 吸 鎖 の 存 在 の 有 無 で 細 菌 類 を 大 き
く 2 つ に 分 け る こ と が で き る ｡ 呼 吸 鎖 は 細 菌 嬬 で 最 も 強 力 なH十 排 出
系 で ､ 研 究 の 初 め か ら 重 要 な 役 割 が あ る と 考 え ら れ て い た ｡ 呼吸 鎖
に は AT P合 成 や 栄 養 物 の 取 り 込 み の た め.に プ ロ ト ン 駆 動 力 を 形 成 す る
と い う 重 要 な 役 割 が あ る ｡ し か し ､ 栄 養 的 に 恵 ま れ た 条 件 で は 細 菌
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類 の 増 殖 に は プ ロ ト ン 駆 動 力 が 必 須 で は な い (2 2,3 5)｡ こ の 様 な 条 件
下 で は 菌 の 生 育 が プ ロ ト ン 駆 動 力 で は な く 細 胞 内 pHに 依存 し て おり ､
酸 性 側 で は 細 胞 内 を 中 性 に 保 つ た め に は 呼 吸 晴 性 が 必 要 で あ る(22)｡
少 な く と も 栄 養 が 豊 富 な 生 育 条 件 で は 呼 吸 鎖 の 主 要 な 役 割 は 細 胞内
pH調 節 と い っ て よ い ｡
現 在 ま で に 呼 吸 鎖 が 存 在 す る 菌 で は Vibrio alginolit ic u sが 細 胞
内 pH調 節 機碍 に つ い て 良 く 解 明 さ れ て て い る (36- 38)｡ こ の 蘭 で は あ
る 程 度 の 調 節 は 呼吸 鎖 に よ るH＋ の 排 出 とNa ＋ n[' ア ン チ ポ ー タ ー に よ
るH
＋ の 取 り 込 み の 釣 合 に よ っ て 行 わ れ て い る ｡ と こ ろ が 呼 吸 鎖 もNa
' /H◆ ア ン チ ポ ー タ ー も 活 性 に pH依存 性 が 弱 い た め ､ 細胞 内 を 厳密 に
中 性 に 保 つ に は こ れ ら だ け で は 不 十 分 で あ る ｡ Ⅴ . aiginolit ic u sに
は こ れ ら の H◆ 輸 送 系 の 他 に R＋/H＋ ア ン チ ポ ー タ ー が 存 在 す る ｡ こ れ は
K' とH＋ を 一 対 一 に 交 換 す る 輸 送 担 体 で pH7. 6以 上 で 括 性 が あ る ｡ pR7
･ 6以 上 の と き に は 細 胞 内 外 の K＋ 勾 配 の 一 部 を 解 消 し て H･ を 取 り 込 む
が ､ pH 7･ 6以 下 で は 活 性 が 0に な■る の で H＋ の 取 り 込 み が 止 ま り 細胞 内
が pH 7. 6付 近 に 保 た れ る ｡
こ の よ う な ア ン チ ポ ー タ ー 説 は 他 の 細 菌 頬 で も 当 て は ま る わ け で
は な い ｡ 大 腸 菌 は 細 胞 内 pH調 節 に つ い て 多 く の 研 究 が あ る が ､ ア ン
チ ポ ー タ ー で 調 節 さ れ て い る 証 拠 は な い (5)｡ 大 腸 菌 は 生 育 に 殆 どN
a 'を 要 求 し な い の で Na ' /H＋ ア ン チ ポ ー タ ー が 細 胞 内 pH調 節 に 必 要 な
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い 可 能 性 が 強 い ｡ 監＋ /H＋ ア ン チ ポ ー タ ー が 調 節 し て い る と し て も形 成
さ れ る △ pH の大 き さ か ら 考 え て ネ ッ ト の K＋ の 動 き が 少 な 過 ぎ る よ う
に 思 わ れ る ｡ 旦. 出 で は 呼 吸 鎖 に よ る Na＋ の 排 出 に よ っ て ,
膿 電 位 を 形 成 で き る の で (3 9,40)､ K十 が 減 少 し な い の は 膜 電 位 で K◆ が
取 り 込 ま れ る と い う こ と か ら 説 明 で き る が ､ 大 腸 菌 で は 呼 吸 鎖 がH十
し か 排 出 し な い の で R＋ の 循 環 で H' が 取 り 込 ま れ る こ と は 考 え に く い ｡
ア ン チ ポ ー タ ー 説 で プ ロ ト ン ポ ン プ を 細 胞 膜 に 持 つ 細 菌 頼 の 細 胞内
ptlを 説 明 す る に は 限 界 が あ る ｡
一 方 ､ 呼 吸 鎖 を 持 た な い 細 菌 類 で 最 も 良 く 調 べ ら れ て い る の はS .
fa e c ali5 に つ い て で あ る ｡ 小 林 は 瞭 性 側 で 増 殖 で き な い S
_
･ 辿
と旦の 変 異 株A S 2 5を 分 離 し た(21)｡ こ の 変 異 株 の 酸 性 側 で の 細 胞 内pH
と 増 殖 速 度 は ､ H＋ に 対 す る イ オ ノ ブ オ ア で あ る グ ラ ミ シ ジ ン Dを 加 え
て 細 胞 内 外 の pn首 を な く し た と き と 同 じ で あ っ た ｡ . 野 性 株 もA S25も
増 殖 速 度 は 細 胞 内 pHに 依 存 し て お り ､ こ れ ら の 結 果 か らA S 25 は細 胞
内 pH調 節 が 出 来 な く な っ た た め に.酸 性 側 で 生 育 で き な く な っ た と 結
論 さ れ た ｡
A S 25 の欠損 部 位 が 調 べ ら れ た と こ ろ ､ 細 胞 膜 上 の H＋ - AT Pa s e晴 性 が
な く な っ て い た ｡ 邑. i旦旦旦旦出旦の H＋ - AT Pa s eは ､ 大 腸 菌 や ミ ト コ ン ド
リ ア の AT P合 成 酵 素 と 同 じ 酵 素 で ､ 人 工 的 に プ ロ ト ン 駆 動 力 を か け て
や れ ばA T Pを 合 成 す る(4 1,4 2)o 星.
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faec al isに は 呼 吸 鎖 が 存 在 し な い
S
I
脚
A TP
l l A DP‾
Fl
‡n
ち
O ut
3H十
Fig ･ 1･ H
＋
- tra nslo c at io n by li
★
- A T Pa se .
- 1 ト
た め 専 ら且T Pを 分 解 し て 門＋ を 排 出 す る(F ig . 1)｡ 邑. fa e c alisの H' - A
T Pa s eの 生理 的 役 割 は そ れ ま で プ ロ ト ン 駆 動 力 の 形 成 で あ る と 考 え ら
れ て き た が ､ S . fa e c al isは 通 常 の 生 育 条 件 で は プ ロ ト ン 駆 動 力 を 必
穿 と し な い た め そ の 生 理 的 役 割 は 謎 と さ れ て き た(35)｡
AS2 5は 酸 性 側 で 生 育 で き ず ､ H' - A T Pa seに よ るR＋が 細 胞 内 pH の調 節
に 必 須 で あ る こ と が 示 さ れ た ｡ 小 林 ら は旦. fa e c alisの 細 胞 内 pH調 節
挽 楕 の モ デル を 次 の よ う に 提 唱 し て い る(叩)｡ 大 腸 菌 や ミ ト コ ン ド
リ ア と は 対 照 的 にS_ . 地 の R＋ - A TPa s eの 至 適pHは 酸 性 側 の pH 6.
5に あ る ｡ 細 胞 内 が 酸 性 に な る と H＋ - ÅT Pa s eが 涌 性 化 さ れ て H＋ の 排 出
が 増 加 す る ｡ 逆 に 細 胞 内 が 中 性 以 上 に な る と H' - AT Pas e摘 性 は 低 下 す
る ｡ 結果 と し て 紳 胎 内 は pH 7. 6付 近 に 保 た れ る(F ig . 2)｡
こ の 様 に ､ こ の モ デ ル は 単 純 で 蛭 間 の 余 地 が 少 な い よ う に 見 え る ｡
し か し 定 量 的 な 論 議 を す る と ､ S. fa B C al isは 細 胞 内 pHが 7. 6に 調 節
さ れ て い る が こ の pH からH
十
- AT Pa s eの 至 適 pHま で の 酵 素 の 汚 性 化 は せ
い ぜ い 1. 5倍 に 過 ぎ な い (4 3)｡ 実 際 に は 外 部 pHが 6. 5 の時細 胞 内 はpH
7 .6に な っ て い る ｡ こ の 時 の 細 胞 内 外 の H＋ の 溝 度 勾 配 を 考 え る と こ の
程 度 の 油 性 化 で は 充 分 と は 考 え ら れ な い ｡ そ こ で 著 者 はH' - A T Pa s eの
細 胞 内pHに よ る 生 合 成 の 変 化 に 注 目 し ､ 細 胞 内 pH調 節 と の 関 係 を 調
べ た ｡ そ の 結 果 ､ 細 胞 内 pnが 酸 性 に な っ た 時H' - AT Pa s e合 成 の 増 加が
細 胞 内 を 中 性 に 保 つ の に 必 須 で あ る こ と を 見 い だ し た ｡ さ ら にH◆ 一 A
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T Pa s e合 成が 細 胞 内pHに よ っ て 調 節 さ れ る 機 構 に つ い て 検 討 し た 結 果
に つ い て 報 告 す る ｡
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=才'
2 - 1 菌 株 と 培 養 条 件
S tr epto c o c c u s
滞裏
fa e c al is (fae ciu m) 9 7 90珠 は Dr . F .”. Ha r oldよ り
供 与 さ れ た ｡ 菌 は37
o
C で2 KT Y培 地(2芳 K2H POA , 1Ⅹ try pto n e,. 0･5笈
ye a st e xtr a ct, 1駕 glu c o se)に 堵 美 し た ｡ 前 培 養 は3 7
oC でK T Y培地
(1駕 R2nPO4 , 1完 try pto n e, 0. 5 約 e a st e xtr a ct , 1蔦 glu c o se)8士 一
晩 行 っ た ｡
s. fe c al isの 合 成 培 地(K P i Med iu m)は 次 の よ う に 調 製 し た ｡ Sto c
k A, S to ck ら, S to ck C の 3種 の ス ト ッ ク に 分 け て 調 製 し 保 存 し た ｡
sto ck Aは 無 機 塩 頼 ､ S to ck 耶ま ア ミ ノ 酸 と 核 酸 ､ S to ck Cは ビ タ ミ ン
の ス ト ッ ク で あ る ｡ S†o ck Åは 水 11中 に 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 6g, HgS
o4 ･ 7 H20 2g , HnCl之 ･ 4 H20 0. 1g , ロ ッ シ ュ ル 塩0. 1g, KC 1 5.4gを 溶
か し て 調 製 し た ｡ S to ck BはSol l, So12, So1 3 の 3つ に 分 け て 調 製 し
た ｡ L - グ ル タ ミ ン 酸6g､ レ ア ス パ ラ ギ ン 酸2g ､ ト チ ロ シ ン2g ､ ト
ト リ ブ ト フ ア ン2gを0. 1N KO HBこ 溶 か し て 1 1に し て Sol lと し た r. グ リ
シ ン 2g､ ト リ ジ ン 1g､ レ フ ユ ニ ル ア ラ ニ ン2g､ L- セ リ ン2g ､ ト ス レ
オ ニ ン2g､ L- ア ラ ニ ン 2g ､ L - )† リ ン 2g､ レ イ ソ ロ イ シ ン 2g､ L - メ チ
オ ニ ン 2g ､ ト ロ イ シ ン 2g､ レ ア ル ギ ニ ン 2g ､ ト シ ス テ イ ン2g､ ト ヒ
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ス チ ジ ン2g ､ レ プ ロ リ ン2g､ L リ ヽ イ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 2g ､ ト グ ル タ
ミ ン5 0mg､ i - ア ス パ ラ ギ ン 100ngを 水 に 溶 か し て 1 1に し て So12と し た ｡
ア デ ニ ン0. 3g､ グ ア ニ ン 0 . 3g､ ウ ラ シ ル 0 . 3gを ,b.5N HClに 溶 か し て
1 00Ⅶ1に し て So13と し た ｡ Sto ck 3は ニ コ チ ン 酸 ア ミ ド10 0mg ､ ビ リ ド
キ サ ミ ン4 0ng､ パ ン ト テ ン 酸4 0ng､ リ ボ フ ラ ビ ン 20ng ､ .チ ア ミ ン 塩
酸 塩2 0ng､ パ ラ ア ミ ノ 安 息 香 酸4 0血g ､ ビ オ チ ン 0. 如 g ､ 葉 酸0 .2mgを
水 に 溶 か し4 0 0mlに し ､ ろ 過 滅 菌 を し た ｡
s . fe a c alisの 生育 に 用 い る 堵 地 はS to ck Aを1 00ml､ S to ck t3 の So
11を100ml､ So1 2を10 0nl､ So1 3を1 0nl､ 5 H酢 酸 カ リ ウ ム を14. 4nl､
o .5 H K2H PO4 を2 0 0nl､ 0 . 5 対 K H2P O4 を10 0nl混 ぜ 水 で 1 1に し て オ ー ト
ク レ ー プ で 滅 菌 後 ､ Sto ck Cを4nl､ 如芳グ ル コ ー ス を5nl加 え て 培 養
に 使 用 し た ｡
2 - 2 膜 画 分 の 調 製
s . fa e c al isの 前 培 養 を 各 pHに 調 整 し た2 K T Y培 地 に2芳に な る よ う に
加 え た ｡ こ の 時 ､ 菌 液 の 濁 度 は 60 0n D)の 吸 光 度(A 6 0)が0 . 0 3- 0 .05に
な っ た ｡ A 60 0で 0 . 2に な る ま で 噂 養 し た 後 集 菌 し た ｡ こ の 時 培 養 に よ
っ て 培 地 の pHは0 . 2 pflu nit下 が っ た ｡ 菌 を 1ELH HgC 12で 2回 洗 っ た 後､
o .5‡ グ リ シ ル グ リ シ ン /K Otl綬 蘭 液 pH7 . 2 ,2mH HgSO4 を 菌 の 湿 重 量
1g当 り10nl加 え て 懸 濁 し た ｡ リ ゾ チ ー ム を0 . 5ng/Dlに な る よ う に 加
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え3 7
oC で1時 間 加 湿 し プ ロ ト プ ラ ス ト を 作 っ た . プ ロ ト プ ラ ス ト を1
o o ox gで 1 0分 間 遠 心 し て 集 め ､ 10JJ g/ml D 柑s a eI を 含 む1 州 MgC1
2 を グ リ シ ル グ リ シ ン 線 衝 綾 と 同 容 量 加 え ポ ッ タ ー ホ モ ジ ナ イ サ ー で
懸 濁 し た ｡ こ の 懸 濁 瀬 を
'
5 0 00× gで 5分 間 遠 心 し て 未 破 壊 の 細 胞をr除
い た 上 浦 を 粗 画 分 と し た ｡ 粗 画 分 は 15 0 0 0× gで 10分 間遠 心 し て そ の
上 滴 を 細 胞 質 画 分 と し た ｡ 沈 澱 は 更 に 1nW HgC 12で 2回 流 い ､ ･ 畢 自 演
度が 2Ⅶg/ml にな る よ う に 1 州 MgC 12 に 懸 濁 し て 10000Psi の圧 力 で フ レ
ン チ プ レ ス (A M NC O)に 通 し た も の を 膜 画 分 と し た ｡ こ れ ら の 画 分 は
- 75
oC で 保存 し た ｡
2 - 3 Fl - AT Pa s eの 調 製
Abr a m sら の 方 法 を 一 部 変 更 し て 精 製 し た(4 4)｡ S
_
. fa e c alis%1 0 1a)
KT Y培 地 で 約15時 間 培 養 後 ､ 2 - 2 の方 法 に し た が っ て フ レ ン チ プ レ
ス を 通 さ ず に 膜 画 分 を 調 整 し た ｡ 操 作 中 の 全 て の 緩 衝液 に 蛋 白 分解
酵 素 阻 害 剤 フ ユ ニ ル メ チ ル ス ル フ ォ ニ ル フ ル オ ラ イ ド を1mH の濃 度 で
加 え た ｡ こ の 膜 画 分 を2 0mH Tris/ H C lpH 7. 5で 洗 い ､ 更 に1mM Tris/
H C lpH 7.5 , 1mH E DT Aで 2回 流 っ た 後 ､ 同 じ 綬 衝 液 に 懸 濁 し
'
て フ レ ン
チ プ レ ス に 通 し た ｡ こ の 液 を1 0 00 0 0× gで 1時 間 遠 心 し て ､ そ の 上 滑
をFI - AT Pa s eの 粗 画 分 と し た ｡ 粗 画 分 は20mH Tris/ R C Ip717. 5, 10EIH
MgC 12 に 調 整 し た ｡ 以 後 の 操 作 は す ベ て 20州 Tris/ H ClpH 7. 5, 10m
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” MgC 12 (T H 緩 衝 液 .) 中 で 行 っ た ｡ 調 整 後 直 ち に5 5
℡Cで 1 0分 間 加熱
し ､ 4
oC に 急 冷 し た ｡ 熱 処 理 後1 50 0 0X gで 3 0分間 遠 心 し ､ こ の 上 滑 を
熱 処 理 抽 出 液 と し た ｡
熱 処 理 抽 出 液 は ､ T H轟変衝 頼 で 平 衡 化 し たD EA E- BioGel A カラ ム (カ
ラ ム 容 量 は 蛋 白1mg当 り 2 . 8ml) にか け た ｡ 蛋 白 を 吸 着 さ せ た 後 ､ カ
ラ ム と 同 容 量 の T郎麦価 泊 で 洗 い ､ 更 に 同 量 の 0 . 1H KClを 含 むTH楼 蘭
液 で 洗 っ た ｡ つ づ い て ､ 0 . 1H から0 . 4 世の KC l の直 線 洩 度 勾 配 を カ ラ ム
の 3倍 で か け て FL - A TPa s eを 溶 出 し た ｡ Ft - AT Pa s e摘 性 は0 . 2 H付 近 で 溶
出 し た ｡ A TPa s e油 性 が 存 在 す る 分 画 を 集 め ､ 50倍 量 の T H 綬 衝 液 に 対
し て 透 析 後 ､ 限 外 ろ 過(AH I C 州,P MIO)で 2mlま で 濃 縮 し た ｡ 洩 縮 し た
試 料 は セ フ ァ ク リ ル S 3QOカ ラ ム (2 . 0 × 9 Oc Jn)に か け た ｡ 溶 出 時 の 流 速
は13ml /hrと し た ｡ A T Pa s e摘 性 が 存 在 す る 分 画 を 集 め ､ 限 外 ろ 過で 1
mg/mlま で 濃 縮 し ､ Fl - AT Pa s eの 精 製 標 品 と し た ｡ 精 製標 品 の 比 括 性
は4 0u nitsh g蛋 白 で ､ 膜 画 分 か ら 2<01吾精 製さ れ た ｡
2 - 4 ･ 抗Fl血 清 の 調 製
1mg /ml の Fl - A T Pa s e精 製 標 晶0 .5nlを 同 量 の フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ
バ ン ト と 良 く 混 和 し ､ 全 量 を 白 ウ サ ギ の 四 肢 の 指 に 少 量 ず つ 注 射 し
た ｡ 約2週間 後 ､ 1皿1を ウ サ ギ の 背 中 に 注 射 し た ｡ 2固 め の 注 射 か ら3
週 間 後 に 採 血 し ､ 血 液 を3 7
oC で 1時 間 放 置 し た 後 ､ 30 0× gで 3 0分 遠 心
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し て 血 清 を 得 た ｡ 血 清 は5 6
o
C で 30分 間 非 働 化 穣 一7 0
oC で 保 存 し た . 抗
Fl血 清 は Fl - A T Pa se精 製 標 品(0｡ 1mg/ml)に 対 し 重 層 法 で 2
7か ら28倍 希
釈 ま で 沈 降 繰 を 形 成 し た ｡
2 - 5 電 気 泳 動 法
s DSポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動(S OS- P AGE)は ､ La e ml iの 方 法 に
従 っ た(4 5)｡ 泳 動 試 料 は7 0
oC で 2 0分 間 加 熱 後 使 用 し･た ｡ 膜 蛋 白 を 泳
動 す る 場 合 は ､ ゲ ル の ア ル リ ル ア ミ ド溝 度 を1 2引こ ､ 全 菌 蕉 白 のS DS
抽 出 液 を 泳動 す る 場 合 に は1 0X に し た｡ 電 気 泳 動 はHo efn e rの 装置 を
使 用 し て 25mA で 4時 間 行 っ た ｡ 泳 動 し た ゲ ル は ク マ シ ー プ ル ー R250に
よ る 染 色 か ､ ま た は イ ム ノ ブ ロ ッ テ イ ン グ 法 に 用 い た ｡
2 - 6 イ ム ノ ブ ロ ツ ･ テ ィ ン グ 法
Bu rnn etの 方 法 に 従 っ て 行 っ た(4 6)｡ 電 気 泳動 終 了 後 ､ ゲ ル に ニ ト
ロ セ ル ロ ー ス メ ン プ レ ン フ ィ ル タ ー (Hi l lipore GS W S22JL m)に 密 着
さ せ ､ 両側 か ら ろ 紙 と ス ポ ン ジ で ウ ェ ス タ ン プ ロ ツ テ ィ ン グ 用 ホ ル
ダ ー (A TT O)に 固 定 し た ｡ メ ン プ レ ン を 陽 梅 側 に 置 き ､ ホ ル ダ ー 全 体
が 泳 動 綾 衝 液 に 浸 し て ､ 20 0mAの 電 流を2 2時 間 流 し た ｡ 泳 動 後 ､ メ ン
プ レ ン を1 0nH Tris/H C IpH 7.5 , 15 0刀川 NaC l, 1n H E DT A, 1X TriltO n
X- 10 0(A液)で 3回 洗 い ､ 3‡牛 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 ん だA液(B液)に 浸
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し て 37
｡C に2時 間 置 い た ｡ 次 に 杭 血 清 をB液 20ml当 り 1胡1加 え ､ 4
o
C
で 1晩 放 置 し た ｡ 且液 で 抗 血 清 を3洗 い 蒋 と し ､ 次 に
1 2 5ト Pr otein Aを
o. 2p Ci/nl含 ん だ
■
B液 50mlに メ ン プ レ ン を 浸nし ､ 室 温 で 2時 間瀕 と う
し た ｡ 次 に ､ 1 M NaClを 含 む ほ で 3回 流 っ た 後 ､ メ ン プ レ ン を 乾 燥 し
た ｡ 乾 燥後 ､ メ ン プ レ ン をⅩ線 フ イ ル ム (Fuji R ‡)に 重 ね て オ
ー トラ
ジ オ グ ラ フ イ - を と っ た ｡
Fl - AT Pa s eの 各 サ ブ 斗 ニ ッ ト は ､ 感 光 し た フ イ ル ム に 合 わ せ て 各 サ
ブ ユ ニ ッ ト に 当 た る メ ン プ レ ン の と こ ろ を 切 り 出 し た ｡ こ の 小 片 に
吸 着 し た 1 2 5I Pr otein A の放 射 摘 性 よ り 各 サ ブ ユ ニ ッ ト 量 を 定 量 し
た ｡ 膜 画 分 を 用 い て 標 準 曲 線 を 作 っ た と こ ろ ､
1 2 5Ⅰの 放 射 汚 性 が10
o oocpmま で 直 線 性 が 得 ら れ た ｡ 全 て の 実 験 は こ の 情 以 下 に な る よ う
に 行 っ た ｡
2 - 7 FIF8複 合 体 の 解 離 と 再 結 合 実 験
2 - 2 の 方 法 で 調 製 し た 膜 画 分 を10 0･倍 の 1 州 Tris/tlCIpH 7･5, 1
州 E m Aに 対 し て 4
oCで 1晩 透 析 し た ｡ 透 析 後 ､ 膜 を エ ア ー ヒ ュ ー ジ 遠
心 機(Be ck皿a n n)で 1 00 0 0 0× gで 5分 間 遠 心 し た ｡ 上 浦 は2 0 0m HTris/ ”
c lpH 7.5と 1X NaC l(T H 7. 5)を 加 えT m . 5に 調 製 し ､ Fl 標 品 と し た ｡
沈 澱 はT N7.5蚤 自 滅度 が 1ng/nlに な る よ う に を 加 え て 懸 濁 し ､ F.除 去
勝 と し た ｡
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FIF白襟 合 体 の 再 結 合 は ､ Fl除 去 膜10 - 50FLl に各 溝 度 の F･l標 品を 加
え 全 量 を1 00〟 1 に し て､ 3 7
oC で 2 0分 間 反 応 さ せ て 行 っ た ｡ 反 応 後､
エ ア ー フ ユ - ジ 遠 心 機 で 膜 を 沈 降 さ せ ､ 10 0FLlの T M7. 5で 洗 い ､ 50FL
l のTH7 .5に 懸 濁 し て AT Pa s e括 牲 を 測 定 し た ｡ こ の 時 反 応 液 の ATPa s
e汚 性 は ､ 膜 へ の 結 合 量 だ け 減 少 し た ｡ 膜 へ の Flの 結 合 量 は ､ 再 結合
し た 膜 の 消 性 と Flを 除 去 し た 膜 と の 差 か ら 求 め た ｡ Fl とF功 の 結 合 の
特異 性 は ､ D CC Dに よ る AT Pa s e活 性 の 阻害 と ､ 結 合 後 の 膜 の S D S- PAG E･
に よ っ て 確 認 し た ｡
2 - 8 細 胞 内 pHと 膜 電 位 の 測 定
細 胞 内 pHは 小 林 ら の 方 法 に 従 っ て ､ 細 胞 内外 の pH差(△ 帥)よ り 求
め た(47)｡ △ pHの 測 定 は [ = C- Ca rbo xyl] ア セ チ ル サ リ シ ル 酸 を 使
っ て 次 の よ う に 行 っ.た ｡ 蘭 を2 KT Y培 地 に37
o
C で培 養 し ､ A6 5 0が0. 15
か ら0. 35に な っ た 時 ､ 各 pHの 2 R T Y培 地1 0nlに 移 し ､ 37
oC で 培 養 し た ｡
某 蘭 の 10分 前 に [ = C] ア セ チ ル サ リ シ ル 酸 を 加 え た ｡ 全 量 を グ ラ ス
フ ィ ル タ ー (W hatm.a n nG F/C)で ろ 過 に よ っ て 紫 蘭 し ､ フ ィ ル タ ー は 洗
浄 せ ず に 放 射 滴 性 を 測 定 し た ｡ ム pHは 次 式 よ り 求 め た ｡
A pHニ 1og[Aspirin] i r. / [Åspirin〕 o u t
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幽 L ニ _ 出旦出
【Aspirin] i n =･ (cel l Pr otein X Cell Volu n e)
[Aspirin] o u t = Radio a ct iyi毛y ¢f the m ediu 7n
ブ ラ ン ク と し て 細 胞 を 加 え ず に ろ 過 し た フ ィ ル タ - の 憤 を 使 用 し た ｡
細 胞 内 容 積 は 3p l /mg 蛋 白 と し て 計 斉 し た(4 7)｡
ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル を 加 え て ム 州 を 測 定 す る 場 合 に は ､ A6 5 8が
o. 2 1 から0 . 32 にな っ た と き ､ 室 温 で 遠 心 に よ っ て 集 菌 し ､ 10 0mg/ml
ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル を 含 む 各 pll の同 量 の の 培 地 に 懸 濁 し た ｡ こ の
菌 液1.0 から4 . Otnlを100mg/mlク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル を 含 む 培 地 と 混
ぜ1 0Ⅶ1に し て 3 7
q
C で培 養 し た ｡ こ れ 以 後 の 操 作 は 上 で 述 べ た の と 同
じ 方 法 で 待 っ た ｡
膜 電 位(A 砂)は 三1Hで 標 識 し た 合 成 脂 溶 性 カ チ オ ンT P P
＋(tetr aphe n
ylpho spho niu m io n)の 取 り 込 み で 測 定 し た(4 7)｡ 10nl の旦･ fe c al is
をA 60 0が 0 .2に な る ま で 培 養 し ､ 集 菌 後 商 会 部 を pH 7. 0ま た はpH 6･0 の
20n)i Tris/Hale ate , 2 州 HgS O りこ 懸 濁 し た ｡ きH T P P
＋ ( 比 油 性4nC i/
… oュ) を 2JJ C i加 え た ｡ 25
oCで 2 0分 間 加 温 ご 吸 引 ろ 過 し て グ ラ ス フ ィ
ル タ ー (W hatma n nGF/C)上 に 巣 南 し ､ 液 体 シ ン チ レ - シ ョ ン カ ウ ン タ
ー で 取 り 込 ま れ た ;-H T P Pを 測 定 し た ｡ 膜 電 位 は ､ ネ ル ン ス ト ･a)式 か
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ら 細 胞 内 容 積3FLl /mlを 使 っ て 求 め た ｡ 5 0〟 M CC C Pを 加 え た も の を 対
照 実 験 と し た ｡
単 産 量 的 に 膜 電 位 の 形 成 速 度 の 測 定 は 蛍 光 試 薬D i S- Cき - (5)(3,3
'
-
dipropylt hiad ic a rbocya nin ¢)の 取 り 込 み に よ っ て 行 っ た(4 8)｡ 2･ 5
〟 托 DiS- C壬 - (5)を 含 む pH7. 0と pH 6･ 0の 2 0n托 Tris/ Male ate 2血1に菌 を
2p g加 え 室 温 で 1 0分 以 上 静 覆 し た ｡ 1Hグ ル コ ー ス を4 0JL lを 加 え ､ 励
起 波 長6 2 0n m､ 測 定 波 長 67 0n nで 蛍 光 強 度 の 減 少 か らD iS- C3 - (5)の 細
胞 へ の 取 り 込 み を 測 定 し た ｡
2 - 9 酵 素 摘 性 の 測 定
AT Pas e油 性 は ､ 0. 6mlの 0 . 1H Tris/m ale ate pH.6 .5 , 5nH H･gSO& , 5
州 A T P緩 衝 液 中 で A TP の分 解 に よ る リ ン 瞭 の 遊 離 で 測 定 し た ｡ 3 7
oC で
3分 間 加 温 し た 後A T Pを 加 え て 反 応 を 開 始 し た ｡ 3 7
oC で 反 応 さ せ ､ 15
寛 TCAを0. 紬1加 え て 反 応 を 停 止 し た(49)｡ 次 に 無 機 リ ン の 定 量試 薬
(5 N H2SO 4, 2. 5完モ リ ブ デ ン 酸 ア ン モ ニ ウ ム , 3駕 NaSO ‥ 1X ,H去o を
1:1:1:4iこ 混 合 し た も の ) を2 .1ml加 え 18oC で 10分 間 放 置 し た 後 ､ 66
0n mで 比 色 定 量 し た(5 0) ｡ A T Pa s e油 性 の 1u ni tは 1分 間 に 無 機 リ ン を1
〟 M le遊 赦 さ せ る 滴 性 と し た ｡ ÅT Pa se措 性 の pH依 存 性 は 緩 衝 液 に 各
pH の 0. 1HTris/ H Clま た は 0. 1 H Tris/Hale ateを 用 い て 同 様 に 測 っ た ｡
NA D Hデ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ 滴 惟 は ､ 0. 1皿1 の 0. 1 H リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム p
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臼7 .4 , 0. 2 紬 M N且Dn, 0 . 0 85血Hジ ク ロ ロ ブ ェ ノ - ル イ ン ド フ ェ ノ ー ル
(DC I P)に 膜 画 分5 p lを 加 え て 反 応 を 開 始 し ､ D CIP の吸 収(60 0n y) の
減 少 で 測 定 し た ｡` 封A D Hデ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ 楕 性 は 1分 間 に1JL 詞01eの D
C IPを 還 元 す る 汚 性 を1u nitと し た(5 1)｡
ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ - ゼ 括 性 は 1. 1nl の 5 0mH Tris/ HC lpH 8. 5 ,
2 0n托 HgC 12 , 5 州 パラ ニ ト ロ フ ユ ニ ル リ ン 酸 に 膜 面 分 を 加 え ､ 37oC で
1 0分 間 反 応 さ せ た ｡ 1 H NaO H/ 0. 1 M E DT Aを 1nl加 え て 30 0× gで 2分 間遠
心 し て 上 浦 を4 0 0n znで 比 色 定 量 し た(5 2)｡ ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ ク ー ゼ
活 性 は 上 記 の 緩 衝 液 中 に 3 7
oC で 1分 間 パ ラ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル を 1FLn)0
1e遊 離 さ せ る 活 性 を1u nitと し た ｡
ピ ロ リ ン 酸 ホ ス フ ァ タ - セ 括 性 は ､ 基 質 と し て A T Pの 代 わ り に1tnH
ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 加 え pII9. 5 で反 応 さ せ た 以 外 は AT Pa s e摘 性
と 同 様 に 測 定 し た ｡ ビ ロ リ ン 酸 ホ ス フ ァ タ - ゼ 括 性 は ､ pH9 .5で リ ン
酸 を 1J川 01e遊 離 さ せ る 油 性を 1u ni tと し た ｡
2 - 1 0 H＋ - AT Pa s eの 良旦 払旦竺旦量 の 測 定 と パ ル ス ラ ベ ル - チ ェ イ ス
に よ る H◆ - AT Pa s eの タ -
.
ン オ ー バ ー の 謝 定
S
_
. ま旦旦旦且臼旦を ア ラ ニ ン を 除 い たK Pi合 成 培 地 にA6 8 8が0 . 1に な る よ
う に 加 え ､ 3 7
oC で 培 養 し た ｡ A6 8 8が0 . 2に な っ た と き ､ 3H - ア ラ ニ ン
(比 摘 性50nC i /m n ol) を 2JIC i /mlに な る よ う に 加 え た ｡ 一 定 時 間 毎
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に 集 菌 し10 0p g/mlク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル を 含 むR P i培 地 で 洗 っ た後 ､
膜 画 分 を 調 製 し た ｡ 膿 画 分 の 調 製 は リ ゾ チ ー ム 処 理 の 代 わ り に20g/
I)1 ”- ア セ チ ル ム ラ ミ ダ ー ゼ で グ リ シ ル グ リ シ ン 緩 衝 液 申 で 37
oC で 1
5分間 処 理 し ､ 最 後 に フ レ ン チ プ レ ス を か け な か っ た こ と 以 外 は 2 -
2 の方 法 に 従 っ て 行 っ た ｡
3tl で標 識 し た 膜 画 分 は 蒋 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン 9･- で i
【Hを カ
ウ ン ト し た 後 ､ 30〟 gず つ S DS- P A G Eに か け ク マ シ ー プ リ リ ア ン トブ ル
ー R 2 5 0で 蛋 白 を 染 色 し α と β サ ブ ユ ニ ッ ト に あ た る バ ン ド を 切 り 出
し た ｡ 切 り 出 し た バ ン ド は カ ウ ン タ ー 3 0
di R202を5 00〟1加 え70oC で
12時 間 加 熱 し て 完 全 に 溶 か し た 後 ､ 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ
ー で α と β サ ブ ユ ニ ッ ト に 取 り 込 ま れ た 3H量 を 測 定 し た ｡ α と β サ
ブ ユ ニ ッ ト の de n o v o合 成 量 は ､ ( α と β サ ブ ユ ニ ッ ト の 取 り 込 ま れ
た3H/膜 画 分 中 の :3H) よ り 求 め た ｡
パ ル ス ラ ベ ル - チ ェ イ ス に よ る タ ー ン オ ー バ ー の 測 定 は ､ S
_
. fia3_
蔓旦と皇旦を 上 の 方 法 に よ り 3rl- ア ラ ニ ン で 1時 間 ラ ベ ル し ､ 某 菌 後KP i培
地 で 2回 洗 い ､ A6 白 8が 0. 1に な る よ う にK P i培 地 に 懸 濁 し た ｡ 37
oCで 培
養 し 一 定 時 間 毎 に 集菌 し て 上 と 同 じ 方 法 で α と β サ ブ ユ ニ ッ ト に 取
り 込 ま れ た3 Hを 測 定 し た ｡ α と β サ ブ ユ ニ ッ ト の タ ー ン オ - バ - は
( a と β サ ブ ユ ニ ッ ト に 取 り 込 ま れ た 3H/膜 画 分 に 取 り 込 ま れ た 3H)
よ り 求 め た ｡
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2 - 1 1蛋 白 定 量
蛋 白 定 量 は ､ Lo w ryら の 方 法 に 従 っ た(5 4)｡ 比 色 定 量 は7 00n Ⅶで 行
い ､ 標 準 曲 線 は ヰ血清 ア ル ブ ミ ン で 作 製 し た .
2 - 1 2 試 薬
試 薬 は 全 て 特 級 を 使用 し た ｡ ダ ラ ミ シ ジ ンDと AT P(Na塊)は シ グ マ
社 ､ ” - ア セ チ ル ム ラ ミ ダ ー ゼ は 生 化 学 工 業 ､ フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ
バ ン ト は 半 井 化 学 の 製 品 を 使用 し た ｡ D i 告- C3
- (5)はDr ･ A, S･Waggo n
e rか ら 贈 ら れ た ｡ = C- ア セ チ ル サ リ シ ル 酸 と
3n- T P P＋ はN ･ E ･Nよ り ､
H ･ 5 トPr otein Aは ア マ - シ ャ ム よ り 購 入 し た ｡
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A . の 二
大 腸 菌 や ミ ト コ ン ド リ ア で は ､ 呼吸 鎖 が 形 成 し た プ ロ ト ン 駆動 力
を 利 用 し てtl
'
- ATPa s eが ÅT Pを 合 成 す る(5 4)｡ 呼吸 鎖 を 持 た な いS
_
. 皇
a e c alisのH
＋
- AT Pa s eはAT Pを 分 解 し て H＋ を 細 胞 外 に 排 出 す る ｡ こ の H
＋ の 排 出 に よ っ て 細 胞 内 ptI の調 節 を 行 っ て い る(4 3)｡
こ の 様 にH＋ - ATPa s eの 持 つ 生 理 的 役 割 はS_ ･
.
£旦 姐 ユ旦の で は 他 の 生
拘 種 と は 異 な っ て い る が ､ 構 造 的 に は 大 腸 菌 や ミ ト コ ン ド リ ア のAT
P合 成 酵 素 と 同 じ 酵 素 で あ る(5 5)｡ こ の 邑. fa e c al isの H
'
- A T Pa s eはA
T P合 成 酵 素 と 同 じ く ､ 可 溶 性 で 漉 か ら 突 き 出 たFl と 言 う 部 分 と 疎 水
性 で 膜 に 埋 も れ たFo と 言 う 部 分 か ら で き て い る(5 6)｡
Flの サ ブ ユ ニ ッ ト 構 成 は α 3 , β 3 , γ , 6 , 8 で 1 こ の 部 分 にA T Pa s eJ
の 油 性 部 位 が あ る ｡ FB の サ ブ ユ ニ ッ ト 構 成 は ab2 C1 8で ､ こ の 部 分 は
プ ロ ト ン チ ャ ン ネ ル を 形 硯 す る (5 6)｡ H＋ 一 点T Pa s eの 特 異 的 阻 害 剤 で あ
るD CC Dは Cサ ブ ユ ニ ッ ト に 結 合 す る こ と が わ か っ て い る(57)｡ プ ロ ト
ン ポ ン プ 摘 性 (プ ロ ト ン 輸 送 滴 性) は Fl と F匂が 一 対 一 に 結 合 し た 状
態 で 存 在 す る(5 6) (Tab le . 1)｡
H' - AT Pa s eは あ ら ゆ る 生 物 種 に 存 在 す る が ､ 細 胞 内 の 酵 素 の 存 在量
-27-
Ta b le l ● Mo le cula r
w eigh t o f s ubu ni t畠
O f H
＋
- AT Pas e in S ･ fa e c al
is
_ -
ー ー ー ー ー ー
ー ー ー ー ■■→- ■ ‾
an d E. c olt .
Subu nits &. fa e c al is E . c ol l
5 5 0 00 5 5 30 0
5 0 0 0 0 50 3 0
350 0 0 3 1 6 0 0
2 0 0 0 19 30 0
1 2 0 00 1510 0
2 7 0 0 3030 0
1 5 0 0 0 1 7 2 00
6 0 0 0 8 3 0 0
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が ど の 様 に 調 節 さ れ て い る か は 殆 ど 明 ら か に さ れ て い な い ｡
■
著 者 は ､
プ ロ ト ノ フ ォ ア で あ る ダ ラ ミ シ ジ ン Dを 加 え て H＋ - AT Pa s eに よ るH＋ 排
出 を 打 ち 消 す と ､ 細 胞 膜 上 の A T Pa s e活 性 が 増 加 す る こ と を 見 い だ し
た ｡ こ れ を 手 が か り に星･ 出 で はH＋ - AT Pa se童 の 変 動 が どー の 様
に し て 起 こ る の か を 検 討 し た ｡
3 - 1 プ ロ ト ノ ブ オ ア 存 在 下 に お け る 細 胞 膜 上 の A T Pa s ¢油 性 の 増
加
ダ ラ ミ シ ジ ンDは 一 価 カ チ オ ン に 対 し て 特 異 的 な イ オ ノ ブ オ ア で あ
り ､ 細 胞 膜 の 円十 に 対 す る 透 過 性 を 上 げ る ダ ラ ミ シ ジ ンDを 加 え て星.
fa e c al isを 外 部 ptlカ1
'
7. 4 から7. 2に 下 が る ま で 培 養 し た と こ ろ 腹囲 分
のA T Pa s e括 性 が 3 .5倍 増 加 し た ｡ プ ロ ト ン に 対 す る イ オ ノ フ ォ ア を カ
ル ポ ニ ル シ ア ニ ド
,
m
- ク ロ ロ ヒ ド ラ ゾ ン(C C CP)に 変 え て も 同 様 に
1
腰 画
分 の AT Pa s e括 性 が 増 加 し た ｡ こ れ ら の 燕 剤 はAT Pa s e摘 惟 の 測 定時 に
加 え て も 滴 性 に 変 化 は な か っ た ｡ こ れ ら の こ と か ら ､ 培 養 時 に プ ロ
ト ノ フ ォ ア を 加 え る と 腰 両 分 の AT Pas e摘 性 が 増 加 す る こ と が わ か っ
た ｡
こ の 膜 画 分 の A T Pas e摘 性 の 増 加 が 調 製 時 に 生 じ た 可 能 性 を 検討 す
る た め に 粗 画 分 の A T Pa s ¢括 性 を 測 定 し た ｡ 粗 両 分 で も ､ 培 養 時 にプ
ロ ト ノ フ ォ ア を 加 え た と き に はÅT Pa s e油 性 が 増 加 し た ｡ 粗 画 分 で の
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Ta b le 2 ･ A TPa s e r ec ov e ry in t he m e mbr ane fr a ctio n s o b taine d
･
fr o m
t he cel ls gr ow n in t he pr es e n c ea nd a bs e n c e of g - mic i d in D . s .
fa e c al is wa s gro w n at p-1 7･4 to 7 ･ 2 in t he pre se n c e (＋) a nd
abs e n c e ト) o f gr a mici d in D a s de s c ri be d u nde r =a te r ia⊥$ 8 nd
Me t hods ･ T he pr epa r at io n of m e lnbr an e fra ct io n a nd tlhe m e a sur e m e )lじ
of ^ T Pa s e a ct iv i ty w e r epe rfo r m ed a s de sc ri bed un de r Ma te rials
a nd Met hods .
So u r c e s
Gr a micidin D 工n c re a s e
＋ r at土o
Cr ude e xtr a ct
(u n土七s/m9 pr O七e土n)
0 . 2 9 1. 12 3 . 9
me mbr a ne fr a ctio n 1. 9 0 8 _ 5 1 4 . 5
Cells w e re gr o w n at p王Ⅰ .7. 2 to 7 . 4
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汚性 の 増 加 率 は ､ 膜画 分 の 増 加 率 と 同 じ で あ っ た(Table . 2)｡ こ の こ
と は 粗 画 分 か ら 膜 画 分 へ の AT Pa s e摘 性 の 回 収 率 が グ ラ ミ シ ジ ンD存 在
下 で 培 養 し た 菌 と 非 存 在 下 で 培 養 し た 菌 と で 等 し い こ と を 示 し て い
る ｡ 粗 画 分 に は 蘭 の 全 蛋 白 が 存 在 し て い る の で ､ 膜 画分 の A TPa s e晴
性 の 増 加 は 調 製 時 に 生 じ た の で は な く ､ グ ラ ミ シ ジ ンD存 在 下 に 細 胞
中 の A T Pa s e汚 性 が 増 加 し た た め に 生 じ た こ と が わ か っ たi
3 - 2 プ ロ ト ノ フ ォ ア 存 在 下 に 増 加 し たAT Pa s B措 性 の 性 質
次 に 増 加 し たA T Pa s e活 性 の 性 質 を 調 べ た ｡ ま ず ､ A T Pa s e活 性 の pH
依存 性 を 調 べ た . 増 加 し た AT Pa s e措 性 の 至 適 p耶ま6 .5で ､ 増 加 し な い
と き の A T Pa s e摘 性 時 の 膜 画 分 の AT Pa s 8摘 性 と 同 じ で あ っ た(F ig.3)｡
H ト A T Pa s eの 特 異 的 阻 害 剤 で あ る NN' - ジ シ ク ロ へ キ シ ル カ ル ポ ジ イ ミ
ド(D C CD)に よ る 阻 害 を 調 べ た と こ ろ ､ 両 捕 性 と も に 約80蔦阻 害 さ れ た
(Fig. 3)｡ さ ら にA T Pa s e汚 性 の Kmを 湘 定 し た と こ ろ ､ 汚 性 が 増 加 し た
膜画 分 と し な い 膜 画 分 と で 同 じ 値(1.7mM)で あ っ た(Fig .4)｡ こ れ ら
の 結 果 か ら ､ 増 加 し たA T Pa s e活 性 は ､ 晴 性 が 増 加 し な い 腰 画 分 に 存
在 す るA T Pa s e汚 牲 と 考 え ら れ る ｡
邑. 姐 の 細 胞 膜 の A T Pa s e汚 性 は ､ 主 な も の を 挙 げ る と H
＋
- A T
Pa s e, Na ' - AT Pas e(58,59), K＋ - A T Pa s e(6 0,6 1) 等が 存 在 す る ｡ こ の 中
で 汚 性 の 強 さ と し て はH＋ATPa s eが 大 部 分 を 占 め て い て ､ 他 の も の は
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F ig ･ 4 ･ Do ub le re c ipr o ca l plots of inc r e a s ed a nd bas al A T Pa s e
a ctiv i t ie s ･ t he m e mbr a ne fra ct io n s I) e r e pr epa r ed fr o m c el ls in
t he pr e s en c e (◎ ) a n d a bs e n c e( 0) of gr a mici d in D (4J^ g/ml) a s
de s c ri be d in t he lege nd to Ta b le 2 ･ T he rat io of A T Pto MgC 1
2
W a s
l柑 Pt C On Sta nt a t l ･ T he r ate of A T P hydr olysi9 (王) is r epr e s e nted
a s nic r o m ole B Of in o rga nic pho spha te per mirl ute .
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僅 か で あ る ｡ 増 加 し たAT Pa se活 性 は H＋ - ÅT Pa s eの 阻 害 剤 で あ る D CCDで
阻 害 さ れ る ｡ S～ . 姐 のH
＋
- A T Pa s eの 至 通pHは6 ･ 5で ､ こ の 傾 は 増
加 し たAT Pa s e活 性 と 一 致 す る(6 2,4 3)｡ こ れ ら の 結 果 は プ ロ ト ノ ブ オ
ア 存 在 下 で 培 養 し た 菌 で 増 加 し たAT Pas e
ノ油 性 は H' - A T Pa s eで あ る こ と
を 示 唆 し て い る ｡
3 - 3 B＋ - AT Pa s e汚 性 の 増 加 の 細 胞 内.pn依 存 惟
プ ロ ト ノ フ ォ ア を 加 え て 培 養 し た と き に 膜 画 分 の R＋ - AT Pa s eが 増 加
し た 原 因 に は 二 つ 考 え ら れ る ｡ 一 つ は ､ こ れ ら の 薬 剤 を 加 え る と プ
ロ ト ン 駆 動力 が 解 消 し て し ま う と 言 う こ と で あ る ｡ も う 一 つ は ､ S_ ･
fa e c alisの 細 胞 内pHは 外 部pH 7か ら 8の 間 で 7 , 6 から7 . 8に 保 た れ て い
る が ､ プ ロ ト ノ フ ォ ア を 加 え る こ と に よ っ て 細 胞 内pHが 低 く な る こ
と で あ る ｡
そ こ で ､ こ の 二 つ の 可 能 性を 確 か め る た め に ブ ラ ミ シ ジ ン D存 在 下
ま た は 非 存 在 下 に 各pHで S_ . 圭 幽 漣を 増 養 し 膜 画 分 の H
＋
- AT Pa s e括
性 を 測 定 し た ｡ pH 8以 上 で は 膜 画 分 の H
◆
- A T Pa se描 性 は 培 養 時 の グ ラ
ミ シ ジ ンDを 加 え て も 変 化 が な か っ た(F ig. 5A)｡ そ れ に 対 し て ､ pH8
以 下 で は 培 養 時 に グ ラ ミ シ ジ ンDを 加 え る と 膜 画 分 の tl' - AT Pa s e油 性
は 増 加 し ､ pH 7 では5倍 に な っ た(Fig. 5A)Q 一 方 ､ グ ラ ミ シ ジ ンDを 加
え な く て もpH6以 下 で は H十 - AT Pa s e晴 性 が 増 加 し た(F ig . 5A)｡
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●
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a:
プ ロ ト ン 駆 動 力 は 外 部 p粥が6 , 7 .3 , 8 . 6 で それ ぞ れ
- 14 0mV , - 95皿V
,
- 5 0nVで あ っ た ｡ も し プ ロ ト ン 駆 動 力 の 解 消 が H
＋
- A T Pa seの 増加 の
原 因 な ら ば ､ 外 部pH カ言8. 5の と き も っ と もH
十
- ATPa s e括 性 が 増 加 す る
は ず で あ る ｡ し か し 事 実 は pH 6の と き に も っ と もH
◆
- A T Pa s e捕 性 が 増
.
1 i
加 し た ｡ ま た グ ラ ミ シ ジ ン Dは こ れ ら の ど の pHの 範 囲 で も プ ロ ト ン 駆
動力 を 解 消 す る に も 関 わ ら ず(3 5)､ 頗 画 分 の H
十
- AT Pa s e油 性 は 外 部p
Hが 7 . 4以 下 の と き だ け 増 加 し た ｡ 従 っ て ､ tt
'
- AT Pa s eの 増 加 は プ ロ ト
ン 駆 動 力 の 解 消 が 原 因 で は な い と 言 え る ｡
一 方 ､ 細 胞 内 pHは ダ ラ ミ シ ジ ン D存 在 下 で はpH 8以 下 で ダ ラ ミ シ ジ
ンD非 存 在 下 の と き と 比 べ て 低 く な る(F ig . 6) ｡ 更 に ､ グ ラ ミ シ ジ ン
i
D非 存 在 下 で も 外 部pn6以 下 で は 細 胞 内pHは 酸 性 に な る ｡ こ れ ら の 条
件 下 で H ◆ - AT Pa s e活 性 は 増 加 し た ｡ そ こ で ､ 膜 両 分 の H
'
- A T Pa s e油 性
を 培 養 時 の 細 胞 内 pHで プ ロ ッ ト す る と ､ グ ラ ミ シ ジ ン Dの 存 在 に 関 わ
ら ず 膿 薗 分 の H十 - A T Pa s e描 性 は 培 養 時 の 細 胞 内pHが 低 い と き に 増 加 す
る こ と が わ か っ た(F ig .5 B), 以 上 の 結 果 か ら ､ 頗 画 分 のH
◆
- AT Pa s e油
性 レ ベ ル は 細 胞 内 pH で調 節 さ れ て い る と 考 え ら れ る ｡
細 胞 内 pHを 低 く し た と き に 酵 素 量 が 増 加 す る こ と が 他 の 酵 素 で も
存 在 す る の か を ､ 3 種 類 の 酵 素 に つ い て 調 べ た ｡ H
＋
- A T Pa s eが 3 倍 増
か す る 条 件 で 細 胞質 に 存 在す る ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ - ゼ と 細 胞 膜
に 存 在 す るN A DHデ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ 描 性 は 変 化 が な か っ た ｡ し か し ､
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Ta b le 3 ･ 玉f fe cts of c ytopla sm ic prl o n t he a ct iv i t ie s of solu b le
a nd m e mbra n e e n 2;ym eS in S ･ fa e c alis ･ W he n t he c el ls w e r egr o tJ nin一 ‾ 一 一 ‾ ■●一 ■ ■ - ■ - ■ - ･■
サ ー ▼
I - I
t he pr e se n cp a nd a bs e n c e of gra mici d in D (4ノ柑 /m) a s de s c ri bed in
the lege nd to ta b le 2I t he cytopla s mie p71 be c a m e6 . 9 a nd 7. 6
r e spe ct iv ely ･ T he e n zyn e a ct ivit ie s a nd cyto pla s mic pI
･l t] ere a s
de s cri bed un de r Mate ria ls a nd Met ho ds ･ A･ pho spha s e m e a n sal kal in e
pho sphata s e.
En 2:Ym e S
Gr a micidin D 工n c r e a s e
＋ ratio
A T Pa s e
(m e mbr a n e)
N A D H dehydLr Oge n a S e
(m e mbr a n e)
A･ pho sphata s e
(s olub le)
P Pi pho spha ta s e
(s olub le)
(u nits/m 9 pr otein)
1 . 90 8. 5 1
0 . 1 6 2
0 . 3 0 0
4 . 5
0 .17 3 1 . 1
0 . 2 98 1 . 0
2 0.4 3 7. 9 1 . 9
Cel ls w e r egr o w n at pH 7..2 to 7 . 4
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細胞質 の 酵 素 で あ る ピ ロ リ ン 酸 ホ ス フ ァ タ - ゼ 摘 性 は 2 倍 増 加 し た ｡
こ の 結 果 か ら 細 胞 内 pHを 低 く し た と き L-
'
増 加 す る 酵 素 は AT Pa s e以 外
に も 存 在
●
す る こ と が わ か っ た(Tab le . 3) ｡
考 察
本 章 の 実 験 で ､ 細 胞 膜 上 の H ' - AT Pa s e描 性 は 培 養 時 の 細 胞 内 pHが 低
く な っ た と き に 増 加 す る こ と が 明 ら か に な っ た ｡ ･ こ の 増 加 は プ ロ ト
ン 駆 動 力 の 大 き さ と は 無 関 係 に 細 胞 内pn カi7. 6以 下 に な っ た と き に 起
こ つ た ｡
Abram sら も 培 地 の pHを 低 く し て 蔓. fa e c al is培.養 す る と 細 胞 膜上 の
H◆ - ATPa s eが 増 加 す る こ と を 報 告 し た(6 3)｡ 更 に 彼 ら は 培 養 時 のR
寸 洩
度を 低く し て も 細 胞 膜 上 の H' - AT Pa s eが 増 加 す る と 述 べ て い る(63,6
4)｡ 培 地 の R＋ 濃 度 を 低 く す る と プ ロ ト ン 駆 動 力 を 大 き く す る こ とが
K' の 取 り 込 み に 必 要 と な る の で ､ プ ロ ト ン 駆 動力 を 増 加 さ せ る た め
にH＋ - AT Pa seが 増 加 す る と 彼 ら は 述 べ て い る ｡
し か し ､ 外 部 の K◆ 洩 度 を 低 く す る と 細 胞 内 pHカ1
'
正 常 に 調 製 さ れ な
い こ と が 報 告 さ れ て い る ｡ 小 林 ら に よ る と ､ S_ . .i 幽 追はH＋ - AT Pa
s eに よ っ て 酸 性 環 境 か で の 細 胞 内 pfl調 節 を 行 う が ､ H＋ - AT Pa s eに よ る
- 39-
門◆ の 排 出 は 電 価 の 移 動 を 伴 う の で 勝 電 位 が 形 成 さ れ る ｡ 膜 電 位 を 解
消 し な け れ ば ､ 細 胞 内 外 の pH差(ム pH) を大 き く 出 来 な い ｡ こ の と き ､
生 じ た 膜 電 位 で E･か 取 り 込 ま れ 腰 電 位が 解 消 す る ｡ こ の 様 な 周 由 で
外 部 の R＋ 洩 度 が 非 常 に 低 い と き に は 細 胞 内 pHカ1
'
調 節 さ れ な い (2 7)｡
従 っ て ､ 外 部R＋ 溝 度 を 低 く し.f= と きH' - AT Pa s eが 増 加 し た の は ､ 細 胞
内 pE カ1
'
調 節 で き な く な っ た た め ､ 潮 胞 内 が 酸 性 に な っ た た め と 思 わ
れ る ｡
細 胞 内 岬 を 低 く し た と きR◆ - A T Pa s e以 外 に も ビ ロ リ ン 酸 ホ ス フ ァ ク
ー ゼ が 増 加 し た ｡ ま た ､ 膜 画 分 をS D S- P A GEに か け る と7 - 10本 く ら い
の バ ン ド が 培 養 時 の 細 胞 内 pHに よ っ て 変 化 す る ｡ こ れ ら の 事 実 は 細
胞 内 p耶こ よ っ て い く つ か の 蛋 白 の 発 現 が ま と ま っ て 調 節 さ れ て い る
こ と を 示 唆 し て い る ｡
最 近 ､ 大 腸 菌 に 於 て 細 胞 内 を 酸 性 に す る と 発 現 が 変 化 す る 遺 伝 子
群 が 発 見 さ れ た (65)｡ 現 在 こ れ ら の 通 信 子 が 何 の 茸 白 を コ ー ド し て
い る の か 不 明 で あ る が ､ オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 は 細 胞 内 が 酸 性 の と
き 全 章 白 の 10分 の 1を 占 め る ほ ど 増 加 す る こ と が 知 ら れ て い る ｡ 大 腸
菌 で も 細 胞 内pn で発 現 が 変 化 す る 遺 伝 子 は 複 数 存 在 し ､ 重 要 な 生理
的 意 義 を 持 っ て い る 可 熊 性 が あ る よ う に 思 わ れ る(6 6)｡
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港前章 に 於 て ､ 細 胞 内pHが 低 く な る とH
＋
- A T Pa s e活 性 が 増 加 す る こ と
を 述 べ た ｡ 次 に 問 題 に な る こ と は ､ こ の 現 象 が ど の 様 な 原層 に基 づ
く か と 言 う こ と で あ る ｡ 蔓 . 窒息 姐旦上組 の H
＋
- ATPa seは 大 腸 菌 の そ れ と.
酵 素 と し て は 同 じ も の に も 関 わ ら ず ､ 合 成 や 分 解 の 過程 は 知 られ て
い な い o 邑. 地 ⊥皇追細 胞 内pHが 低 い と き に 細 胞 膜 の n
'
- A TPa s eが 増
加 し た の は 3 つ の 可 能 性 が あ る ｡ そ れ は ､ H
＋ +AT Pa s eの 生 合成が 促
進 し た 可 能 性 で あ り ､ あ る い は 酵 素 が 修 飾 に よ っ て 晴性 化 し た可 能
性 で あ る ｡ ま た ､ H◆ - AでPa s ¢の 分 解 が 遅 く な っ た と 言 う 可 能 性 も あ る ｡
こ れ ら の 可 能 性 の う ち ､ ど れ が 正 し い の か を 検 討 す る た め に ､ 抗
体を 作 製 しH･ - ATPa s eの 酵 素 蛋 白 自 体 の 定 量 を 試 み た ｡ 更 に ､ H
'
- AT
pa s eを 3日に よ っ て 標 識 し ､ 細 胞 内 pHに よ る 合成 速 度 と 分 解 速 度 の 変
化 を 調 べ た ｡
4 - 1 膜 両 分 中 の Fl量 の 細 胞 内 pH依存 性
-4l-
H＋ - ÅTPa s eの 且T Pa s e措 性 の 油 性ヰ 心 はFl に 存 在 す る ｡ も し H
＋
- AT Pa
s eが 活 性 化 し た だ け な ら ば､ Fl畳 は 変 化 し な い は ず で あ る ｡ 膿 画 分
申 の F･l を 定 量 す る た め に S_ . 払 出 a) Fl部 分 に 対 す る 抗 血 消 を 作製
し た ｡ こ の 抗 血 摘 は オ ク ク ロ ー ニ - 放 でS_ ･ 皇旦貼 旦主上旦のFl の 精 製 棟 品
に 対 し て 単 一 の 沈 降 線 を 形 成 し た ｡ こ の 抗 血 消 をS_ . 地 のFl に
作 用 さ せ た と こ ろ ､ A T Pa s e油 性 の 6 0完阻 害 し 80完を 沈 降 さ せ た(F ig .7
)｡ そ れ に 対 し て 未 感 作 の 血 清 や 大 腸 菌 の F lに 対 す る 抗 血 消 で はS
_
.
地 の Fl に 対 し て 沈 降 線 も 作 ら ず ､ 油 性 も 阻 害 し な か っ た ｡
こ の 抗 血 清 を 用 い て イ ム ノ ブ ロ ッ テ イ ン グ を 行 っ て 膜 画 分 申 のFl
の 検 出 を 試 み た ｡ そ の 結 果 ､ Flの α , β , γ サ ブ ユ ニ ッ ト に 相 当 す る
バ ン ド が 検 出 さ れ た が ､ 6 と 8 の バ ン ド は 検 出 さ れ な か っ た ｡ そ れ
に対 し て ､ 束 感 作 の 血 清 で は バ ン ド は 何 も 出 現 し な か っ た(F ig .8)｡
そ こ で S. fa e c al isを 細 胞 内pH 6. 9 , 7 . 2, 7 . 6に し て 培 養 し ､ 膜 画
分 を 調 製 し て SD S- PA G E に かけ た と こ ろ ､ 培 養 時 の 細 胞 内 pHが 低 い 菌
か ら 調 製 し た 膜 画 分 の Flの サ ブ ユ ニ ッ ト の バ ン ド ほ ど 量 が 多 か っ た
(Fig . 8,F ig . 9)｡ こ れ ら の バ ン ド の 蛋 白 量 を 更 に 正 確 に 定 量 す る た め
に イ ム ノ ブ ロ ッ テ イ ン グ を 行 い α , β と γ サ ブ ユ ニ ッ ト の バ ン ド を 切
り 出 し 各 バ ン ド に 結 合 し た 抗 体 量 を 測 定 し た ｡ 各 バ ン ド に 吸 着 し た
抗 体 量 はS DS- P A G Eの 結 果 と 同 様 に 培萄時 の 細 胞 内 pHが 低 い 菌 か ら 調
製 し た 膜 画 分 ほ ど 多 く ､ そ の 増 加 率 は H◆ - A T Pa s e油 性 の 増 加 率 と 同 じ
-42-
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pr otein ap pl ie d to the gel lJ a SO ･ 2ノ〟 g･
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F ig ･ 9 ･ S D S- polya c ryla mi de geュ ele ctr opho r e sis of m e mbr an e
fra ct io n s
.
a nd t he s c a nning pat te rn s. t he m e mbra n e fr a ct ion s I) e re
Pr epa r ed fr o m c el ls in t he pr e s en c e a nd abs e n c eof gr a mici d in D
l
(4 ′tg/ml) at pll 7. 2 a s de s c ri bed in t he lege nd to t&b le 2 . S D S-
polya c ryla mi de gel ele ctr opho r e sis w a s do n e a s de s c ri bed u nde r
Mat･ e rials a nd Met ho ds . T he gel w a s s c a n n ed at 6 0 0n n .
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Tab le 4 ･ Rad ioa c tivi t ie s of
1 2 5
ト 18beled protein A bo u nd to e a ch
s ubuni t of ll
＋
- A T Pa s e･ 墨･ 呈旦旦32 旦主主旦 Q el 18 W e r egr o wn a S desc ri be d
in legend to F ig . 9 . 工m m u n o a s say Iす8 β do n e a gde s c ri bed u nde r
Ma te rials a nd Metl- ods ･
.
T he a m o u nts of m e mbr a ne 8P Plie d to t he gel
w a s O ･ 2 〟 g of pro tein .
ぷXghiニe諾:m pH.ut pHin 竺. .E買T
a
;;冨
a ct
三
v
…u
t
… A T Pa se;u;;;;i- 1 s ubu ni t activity
No ne 7. 3 7. 6 51 0 0
(c ounts) (u n i ts/mg)
9 6 0 1 .8
Non e 6 . 0 7. 3 1 0 0 0 0 1 8 0 0 3. 0
Gr a m土c土dln D 7. 5 7. 1 160 0 0 2 4 0 0 5. 3
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割合 で あ っ た(Tab le ･ 4)｡ 従 っ て ､ 膜 両 分 の H
＋
- ÅT Pa s e消性 の 増加 は
油性 化 で は な く 酵 素 黄 白 の 増 加 が 原 因 と 考 え ら れ る ｡
4 - 2
■
プ ロ ト ン ポ ン プ の 機 能 単 位 と し て の H＋ - AT Pase量 の 変 化
凹･ - AT Pa s eにH
＋ 輸送 描 性 が 存 在 す る た め に は ､ FlとF匂が 一 対 一 の 割
合 で 結 合 し て い る こ と が 必 要 で あ る ｡ そ れ 故 ､ も しH
＋
- AT P
.
a s eが プ ロ
ト ン ポ ン プ (H
＋ 輸 送 消 性 の 単 位) と し て 増 加 す る な ら ば ､ Flと と も
にFB も 増 加 す る は ず で あ る ｡ そ こ で ､ F匂の 定 量 を 試 み た ｡
F匂を 定 量 す る 方 壊 は 3 つ あ る ｡ 1 つ はS D S- PA GEで F8 の サ ブ ユ ニ ッ
ト量 を 測 定 す る こ と で あ る ｡ し か し ､ SbZi 払旦旦旦ユ主旦の H十 - AT Pa s eをFI
FDCo mple xと し て 完全 に 精 製 す る こ と は 困 難 で 現 在 ま だ 成 功 し て い な
い の で ､ F匂の サ ブ ユ ニ ッ ト を 同 定 す る こ と は 出 来 な い ｡ 2 つ め はF6
に 特 異 的 な 阻 害 剤 で あ る DCCD の放 射 性 同 異 体 の 結 合 豊 か らF位量 を 求
め る 方 法 で あ る(5 5)｡ D C CDに よ る H･ - AT Pa s e油性 の
■
阻 害を 指 標 に1 dC
- DCC Dの 結 合 量 を 調 べ た と こ ろ ､ 汚 性 の 阻 害 が 飽 和 に 達 し て も 酵 素 へ
の 結 合 は 飽 和 に 達 し な い こ と が わ か っ た ｡ DC C D の結 合 す る cサ ブ ユ ニ
ッ ト は F8中 に 6 - 10個 存 在 す る と い わ れ て い る が ､ H
＋
- ATPa s eが 増加
し た と き にF白 に 対 す る cサ ブ ユ ニ ッ ト の 存 在 塞 が 変 動 す る 可 能 性 も 杏
定 し き れ な い ｡ 3 つ め の 方 法 はFlと F･o の 暗 合 を 利用 す る こ と で あ る o
FlとF匂 は 溶 媒 中 の Hg2 ◆ を 除 く こ と に よ っ て 容 易 .に 解 離 で き ､ Mg2
＋
を
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節
.1
㌔
Fig . 1 0. T he H
＋
- ATPa s e
- Mg
2＋
→
< -
＋ Mg
2＋
d is s o ciates
deple tio n of Hg
2＋
l an d t he ad d i t io n
c om ple x .
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F
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再蹄加す る こ と に よ っ て 両 者 を 再 結 合 さ せ る こ と が で き る(67)｡ こ
の 結 合 は 特 異 的 で ､ 親 和 性 が 覗 い (Kdく1 い
I
L'H)の で ､
●
膜 に 対 す る F- - A
TPas e油 性 の 結 合 か らFo塵 を 求 め る こ と が で き る(F ig . 10).
膜 画 分 か らFl を 外 し て ､ Hg
2 ＋ と 共 にFl の 塵 を 段 階 的 に 増 や し て 膜
に 再 結 合 さ せ た と こ ろ ､ 膜 画 分 の A T Pa s e活 性 は 元 の 憎ま で 回 復 し た
(Fig . ll)｡ 細 胞 膜申 の ATPase摘 性 で D CCDに 対 し て 感 受 性 が あ る の は
H･ - A T Pa s eだ け で あ り ､ Fl - AT Pa s e油 性 は 感 受 性 が な い ｡ 従 っ て ､ 特
異的 に 再 結 合 し た か ど う か は D C C Dに 阻 害 さ れ る か ど う か で 確 認 す る
こ と が で き る ｡ 再結 合 し たLA T Pa s e汚 性 は 元 の 膜 画 分 と 同 様 に
80紬'
'
DCCDに よ っ て 阻 害 し た ｡ 更 にFlが 再 結 合 し た 膜 をS D S- P AGEに か け た
と こ ろ Flの サ ブ ユ ニ ッ ト 塞 が 回 復 し て い た ｡
こ の 方 法 を 用 い て ､ H
＋
- A T Pa s e滴 惟 の 増 加 し た 膜 画 分 中 の F8量 を 測
定 し た ｡ ど-除 去 膜 に 対 す る Flの 結 合 畳 は 元 の 摘 性 が 高 い 膜 ほ ど 多く ､
残 存 摘 性 と の 合 計 量 は 元 の 膜 と 同 じ 備 に な っ た(Tab le .5)｡ こ の 結 果
は 油 性 が 増 加 し た 膜 と 増 加 し な い 膜 で そ れ ぞ れFl を 入 れ 換 え て も同
様 な 結 果 に な っ た ｡ こ れ ら の 再 結 合 し たAT Pa s e括 性 は全 て の 条件 で
DCCDに よ っ て 阻 害 さ れ た ｡ 以 上 の 結 果 は ､ H
＋
- ATPa s eは プ ロ ト ンポ ン
プ の 機 能 単 位 で 増 加 し た こ と を 示 し た い る ｡
-49-
チ㊨
/
⑳
丁
⑳
ノ
㊨
.
2
. ,4 6
A d
.
d革d ATPa s e a ctivity
(uヮits/m g
‥
m e
l
m br a n eprptein)
-50-
盟
且
Jd
d Ah
ヽ
G:
○ 印可
>l a)
} ヰJ
o
岩 e
芯
.
良
冨 ･
G
V
a) 付
く乃 h
o3 J)
h ∈
ト句 Q)
< 己
■
pロ 飢
≡
.3
的 ･
.=
亡
⊃
･ ヽ- ′′
0
己 d) N ･ rd
0 h 吋 ∽ Q)
,d 宣 o;
rd
o ヨ
G ぷ h
a) JJ U
Pl d) 叫 c) ∽
a) 仁 0 ∑コ む
rd d rd
h
U) ,a h rd
4) E3 4) 己 ∽
a a) ･ rl a a
d E: >
h ･ rl
,D ･P ∽ rd
∈ rd O rJ Q)
a) 4) d 也 h
i; JJ ･ rl a
4) h ∽
rd rl 0 也) ∽
a) Pl ･ rl ヰJ a
ヰJ 4) くH a
d) rd ･ r-l 芝: ∽
rl I 0 a
Pィ Tl d) h >
Q) b P1 4)
rd ∽ rd a)
書 I G 仁
▼
･ 1 rd a) コ d
h 仁 ,c: h
d J3 rd ,a
0 qJ ∈
JJ g 召 f?,1 賀
H ･r-1 ･r1 h
a) ＋J :王 O rd
r
･l U ∽ U ･
PI Cd 4) q) ヰj ∽
百 h F3 rd q) rd
O くH a r･1 0
0 h ∽ PI J]
,D a a) J.)
rJ rJ E3 rd a)
帆 h d) 仁 I ∑:
E: ･ rl rl
亡H ” FEI Pd
O ･ ＋J 仁
仁 d O O (8
bD 0 h ＋)
g ･ rl Pl ∽
･
rl ＋J E】 rJ rl
rd a O a a
E: h h 叫 ･ rl
･rl JI (H O 亡H h
Pコ ロ O d)
C) JJ
･ o rd bL) d
-+ 亡 ① E: bD ∑
γ+ O h ヽヽ 仁
U 亡d ∽ ･ rl h
･ Fh ＋)
pd a)
bJ) む ･ rl G rd
･ rl - h f: ･ rl 仁
h FLI P→ コ P〕 コ
51
Ta ble 5 ･ B ind in g of･FI
C O mPlex to Fl
- depleted m em br a
ne pr epa re d
fr om ba sal a nd ampli f ied m e
m br a n es ･ S ･ fa ecalis cel ls w e r e gr o w n
in t he pr e s e nce (”) a nd abs e nc e (L) of g
r a mic i d in D (4〟 g/ml) at
l
pH 7 ･ 3 ･ ト1e mbr a n e
fra ct io n s we re Prepa re d a s
des cri bed u nde r
Mate rials a nd Met hods ･ T he n
＋
- ÅT Pa s e act ivit ies of t he fo r m er a nd
la t te r c el ls w e r e
1
8 ･0 4 a nd 2･ 4 2 u nits/m g of pr o
te in
r e spe ct iv ely･ Fl
- de pleted m embr
a n es and F
l
fr a ct io n s
pr epa red a nd
t he m ax im u m v alu e o f Fl
bo und to me mbran e
m e as u r ed a s de s c ribed u nde
r トIate ria ls a nd Me t ho ds ･
W er e
W e r e
So u r c e s A T Pa s e a ctivity
Me mbr a n e
c .m
F
;le 又 -::ji
e
r
,
:endes to
F
m
l
e;-:br
n
a
d
nes
RLc
(
el:bl
t
r
i
a:n
u
,
三
e
s
d
H
L
H
L
H
H
L
L
zl nits/mg
2.86 5.50 8･36
0.51 1.50 2.0 1
2.40 5.7 3 8.1 3
o.67 1.3 9 2.0 6
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4 - 3 H
＋
- AT Pa s eの 盤 台 成 速 度 の 細 胞 内 p耶こ よ る 影 響
次 にT
H･ - AT Pa s eの 姐 - 旦･合 成 速度 に 対 す る 細 胞 内 州 の 影 響を 検
討 し た ｡ [
3Hコ ア ラ ニ ン を 培 地 に 加 え て 菌 蛋 白 を 標 識 し て ､ 各時間
に集菌 後 ､ 膜 画 分 を 調 製 し た ｡
3Hで 標 識 し た 膜 画 分 はS D S- PAG E･に か
けゲ ル を 染 色 後 ､ Flの α と β サ ブ ユ ニ ッ ト の バ ン ドを 切 り 出 し て 取
り込 ま れ た
3Hを 測 定 し た . 膜 に 取 り 込 ま れ た 3H当 り の α と β サ ブ ユ
ニ ッ ト に 取 り 込 ま れ た 3H塵 は ､ 細 胞 内pH7･ 6の と き は2駕で 6 0分 後 ま ヤ
ー 定 で あ っ た ｡ 細 胞 内 pH 6. 9で は a と β サ ブ ユ ニ ッ ト に 取 り 込 ま れ た
･t耶ま初 め は2
-
Lで あ っ た が 時 間 と 共 に 増加 し6 0分 後 に は 3倍 に な っ た(
÷
㌢Fig .1 2)｡
こ の 結 果 か ら 細 胞 内 pHを 低く す る とH
'
- AT Pa s eの 由 凹 旦合 成量 が
増加 す る こ と が わ か っ た . こ の 条 件 で は 細 胞 膜 の H
＋
- AT Pa s eは3倍 に
増加 す る ｡ 従 っ て ､ H
･
- AT Pa s eの 増 加 の 大 部 分 は 生 合 成 の 促 進 に よ っ
て 起 こ る と 考 え ら れ る ｡
4 - 4 細 胞 内pH によ る H
･
- ATPa s eの 代 謝 速 度 に 対 す る 影 響
更 に ､ 細 胞 内 pH8こ よ っ て日
＋
- ATPa s eの 代 謝 速 度 の 変 化 を 検 討 し た ｡
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蔓. iA 且姐ユ並 を 1時 間 [門= ア ラ 羊 ン で 標 識 し ､ 紫 蘭 後 ダ ラ ミ シ ジ ン
D存 在 下 ま た は 非 存 在 下 の 培 地 に 懸 濁 し ､ 細 胞 内pHを7 ･ 6ま た は6･9に
し て 培 養 し た ｡ ‥ 各 時 間 毎 に 巣 南 し 膜 蘭 分 を 調 製 し て ､ 前 節 と 同 様 に
α と β サ ブ ユ ニ ッ ト.に 取 り
込 ま れ た 苛H豊
′
を 測 定 し た ｡
s
_
. 出 旦で は 菌 黄 白 に 取 り 込 ま れ た
3H量 は こ の 条 件 で 細 胞 内p
臼に 関 係 な く 9 0分 で 培 地 の 容 積 あ た り で 2 0% しか 減 少 し な か っ た . こ
の 結 果 は ､ 膜 蛋 白 で も 同 じ で S_ ･ fae c al isの 蛋 白 は 60分 で も 殆 ど 代 謝
し な い こ と が わ か っ た ｡ α と β サ ブ ユ ニ ッ ト に 取 り 込 ま れ た 3Hも 膜
に 取 り 込 ま れ た 3n当 り の 割 合 が 6 0分 ま で 細 胞 内 pHが 7 ･ 6で も6 ･9 でも
一 定 で あ っ た(Fig . 13)｡ 従 っ て ､ n
＋
- AT Pa s eの 代 謝 速 度 は 細 胞 内 pHに
関 わ ら ず 一 定 で ､ f(' - AT Pa seが 増 加 す る の に か か る6 0分 ま で に は 殆 ど
代 謝 し な い こ と が わ か っ た ｡
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＋
- A T Pa s e･ A TI z e r o
t im e
,
2 JtC i/ml of
3
1l- ala nin e and りは′ml o f gra mici d in D … r e
ad ded to t he m ed iu山 at pl1 7. 3 . Cel ls w e r egro w n in t he pr e s enc e ( ◎
) a nd a bse n c e(0 ) of gr a micidin D . A t inte rv al , c el ls We r e
ha r v e sted
3
11 in c o rpo r at io n to t he s ubu ni ts w a s m e a s u r ed
8 S
de s cri bed u nde r Mate ria ls a nd Met hods . Labele d m e mbr a n e ap pl ied
to the gel tJ a g3 0JJ g ･ T he v alu e s of de n o v o
syn the sis a r e
in d ic ated a s t he pe r c e ntage Of
3
H in c o rpo rat io n in α plu sβ
s ubu ni t, s to t ha t in t he m e mbra ne .
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R
＋
- ÅT Pa s e tu r n o v er in no rm al a nd low eytopla s mic p14･ S ･
c el ls w e re labe le d by
3
I トa la nin e fo r 1 hr a s de s c ri bed
under Mate rials a nd Met ho ds , The c el ls tJer e tr a nsferr ed to t he
fresh m ed ium in t he pr e s e n ce (○) a nd a bs e nc e (0) of gramici d in
D (4 JAg/m l) at pi‡ 7･ 3･ Cytopla sm ic･ pll v a lu es I)er e 6 . 9 a nd 7.6
3
)i
in c o rpo r at io n in d plu s β s ubu ni ts IJl a S m e a s u r ed a s de s c ribed
un de r Mat. e rials a nd Me t hods .
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考察
H･1 - ÅT Pas eの 増 加 は ､ プ ロ ト ン ポ ン プ の 機 能 単 位 ( つ ま りFIFo Co
叩1ex) で 生 合 成 の 促 進 に よ っ て 起 こ る こ と が 明 ら か に な っ た ｡ 大腸
菌 な ど 他 の 紳 蘭 頼 で は H
'
- A T Pa s eの 合成 は 一 定 で あ り ､ 細 胞 内 のHl -
AT Pa s e塞 が 変 化 す る こ と は な い と 考 え ら れ て い る(6 8)｡ 真 核 生物 に
お い て は ､ H
＋
- AT Pa s eは ミ ト コ ン ド リ ア や ク ロ ロ ブ ラ ス ト に 局 在 し て
い て い る が ､ こ れ ら の オ ル ガ ネ ラ の 数 が 変 化 す る こ と が あ っ て も オ
ル ガ ネ ラ 当 り の 酵 素 塞 が 変 化 す る こ と は 知 ら れ て い な い ｡ 光合 成 細
菌 で は ク ロ マ ト フ ォ ア 中 にH
＋
- A T Pa s eが 存 在 す る が ､ こ の u' - ATPa s e
は 光 の 照 射 に よ っ て 誘 導 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る ｡ し か し ､ 場合
で も H
･
- AT Pa s 8自 体が 増 加 す る の で は な く ク ロ マ ト フ ォ ア が 増 加 す る
こ と も 否 定 で き な い ｡ 従 っ て ､ 現 在 ま で の と こ ろ H
＋
- AT Pa s eの 合成 量
が 変 化 す る の はS
_
. faec al isで し か 知 ら れ て い な い 固 有 の 現 象 で あ る ｡
s
-
. fiBLAiiiで はH◆ - AT Pa s eの 代 謝 速 度 が 増 殖 速 度 に 比 べ て 遅 い ｡ に
も関 わ ら ずR N A合 成 阻 害 剤 リ ブ ア マ イ シ ンS Vで 蛋 白 合 成 を 完全 に 止 め
る と H. - A TPa s eが あ る わ ず か に 減 少 す る ｡ こ れ は 薬 剤 を 加 え た 後0 ･5
回 は 細 胞 分 裂 し ､ こ の た め にn' - A Tpa seが 希 釈さ れ る た め と 思 わ れ る ｡
こ の 減 少 もH･ - A T Pa seの 代 謝 速 度 と 同 様 に 細 胞内 pHに よ っ て 変 化 は な
く ､ H＋ - ÅT Pa s e豊 の 調 節 に 関 係 す る 特 異 的 な 分 解 酵 素 は 存 在 し な い と
- 57-
思 わ れ る ｡ 従 っ て ､ S_ . 姐 追の 円
･
- ÅT Pa s e豊 の 調 節 は 合 成 量 の 変
化 だ け で 行 わ れ て い る と 考 え ら れ る ｡
-58-
節 ‥ 薗 三.
:.J 一斗
:顔取;
序 論 で も 述 べ た と お り ､ 邑. £旦鮎旦且j追の 細 胞 内 pH調 節 はH
'
- ATPase
に よ る H
十 の 排 出 に よ っ て 行 わ れ て い る ｡ こ こ で も う ー 度 要 約 す る と ､
s
_
. 払旦旦 出 且で はH
＋
- A T Pa s eの 至 適 pJが 酸 性 に た め に ､ 細 胞内 が 酸 性
にな る とH
◆ の 排 出 が 増 加 す る ｡ 逆 に ア ル カ リ 側 で はH
＋
- AT Pa s eの 涌 性
が非 常 に 弱 い の で ､ H
＋ の 排 出 は 減 少 す る ｡ こ の 様 な H
＋
- AT Pa s e括性 の
pH依 存 性 に よ っ て 細 胞 内 pHが 調 節 さ れ て い る と 考 え ら れ て い た(43)｡
と こ ろ が ､ S . fa ec al isの 細 胞 内 pHは 通 常7 .6付 近 に 保 た れ て い る
が ､ も し 細 胞 内 pHがtI
＋
- A T Pa s eの 至 適pBで あ る6 . 5に な っ た と し て も ､
こ の と き の H' - A T Pa s eの 油 性 化 は1 .5 - 2倍 に 過 ぎ な い (43)｡ こ の 摘 性
化は ､ 外 部pHが 酸 性 の と き にH◆ の 濃 度勾 配 を 形燐 す る の に 必 要 なH◆
の排 出 力 と 比 較 す る と 充 分 で あ る と は 思 わ れ な い ｡
前 車 に 於 て ､ 細 胞 内 pHを 低 く す る とn･ - A T Pa s占が 増 加す る こ と が 明
ら か に な っ た ｡ こ の 増 加 は 元 の レ ベ ル と 比 べ て 最 大5倍 に も な る ｡ こ
の と き ､ 当 然n･ の 排 出 力 も 増 加 す る こ と が 予 想 さ れ る の で ､ こ の 現
象 が 細 胞 内p口調 節 に 関 与 し て い た と し て も 不 思 議 で は な い ｡ 本章 で
は ､ 細 胞 内 pH調 節 にH' - ÅT Pase真 の 増 加 が ど の 様 に 関 与 し て い る の か
- 59-
を検 討 し ､ H
･
- ÅT Pas e量 の 増 加.t 浦 佐化 に よ っ て 生 ず る H
' 排 出 力 と 細
胞 内p月と の 関 係 を 定 量約 に 考 察 し た ｡
5 - 1 細 胞 内 pnを 酸 性 に 変 化 さ せ た と き の n
'
- AT Pa s eの 増 加 速 度
s . fa ecal isを 酸 牲 の 環 境 に 曝 し た と き ､ 一 時 的 に 細 胞 内 pHが 下が
り ､ や が て 調 節 が 働 き だ し て 細 胞 内 が 中 性 に 戻 る で あ ろ う ｡ こ の と
き ､ 托◆ - A T Pa s e量 の 増 加 が 細 胞 内 pH調 節 に 関 与 し て い る な ら ば ､ H＋ -
AT Pa s eの 合 成 が 速 や か に 起 こ る 場 合 に は 細 胞 内 pHも ま た 速 や か に 中
性 に 戻 る と 考 え ら れ る ｡ し か し ､ 糞 白 合 成 に は あ る 程 度 の 時 間 は 必
ず 必 要 な の で ､ 最 大 の 増 加 量 に 達 す る の に 時 間 が か か れ ば 中 性 に 戻
る 途 中 の 状 態 の 細 胞 内 pnを 測 れ る 可 能 性 が あ る ｡ そ こ で ､ 細 胞 内prl
を 瞭 性 に し て ､ n＋ - AT Pa s eの 増 加 の 時 間 経 過 を 調 べ た ｡
S. fa e c alisを pH 7.4で 培 養 し ､ グ ラ ミ シ ジ ンDを
.
加 え て 細 胞 内pHを
低 く し た と こ ろ 細 胞 当 り の H◆ - A T Pa s B量 は6 0分 で 3倍 に 増 加 し た ｡ ま
た 培 養 時 の 培 地 の pHを6 . 0に 下 げ て 細 胞 内 pHを 低 く し た と こ ろ4 0分 で
2倍 に 増 加 し た ｡ H' - A T Pa seの 増 加 に は 少 な く と も4 0分 以 上 か か る こ
と が わ か っ た ｡ ま た こ の と き ､ 黄 白 合 成 阻 害 剤 で あ る ク ロ ラ ム フ ェ
ニ コ ー ル を 加 え る と H◆ - AT Pa seの 増 加 は み ら れ な か っ た(F ig. 14,Fig
ー60-
Q)
め
紹
£ゝ
汁
i
l
”
-
o 荒 o
く∋ O
吋 ＼8 6 0
芯 ∽ 3
＋+
ヰJ ● -
仁 G
コ コ
O J〕
己 u,
D
2
付
a)
cl
> ∽
'
= コ
～
d
-
cL ユ
cc
v
u
0
輿望 温 豊静観 4
@
喝
0
/
◎
ノ
0
ー -
0 40 8 0 1 20
Tim e(min)
Fig ･ 1 4･ C ha nge s in a m o u nts of the -1
十
- A T Pa s e when cytopla sm ic PII
W a s sh i f ted do IJn . A T 2: er･O t im e, 4人 g/m l of gr a mici d in D ll aS a d ded
to S . fR eC al is c el ls gr oIJn On t he m ed iu m at pu 7 . 3 a n e a rl y
loga ri t hm ic I)ba s e. Cytopla s mic pit of s u ch e el.1s de c e a sed fr oTTt7 ･ 6
to 6 . 9 by ad d i t io n o f 4JA g/m l of gr am icid in I). A t inter v als､,
c el ls we re ha r v e sted . To ta l c el lula r pr otein (5/( g) w a s ap plie d
to t he ge l. a nd im m un oblo tt ing w as do ne de s cri bed u nde r Mate rials
a nd ト1e tho ds . ⑳ , ad di tion o f gr a mic id in D; 0 I)itho ut g m mici d in D
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Fig . 15 . C ha nge s in a m o u nts of s ubuni ts of H
＋
- A T Pa s e I)hen t he
m ed ium p托 w as sh i f ted do wTl . A T z er o t itn e, the m ed iu m pfl ”
.
a S
sh i f te d fro m 7 .4 to 6 . 9 (0), 七he n l OO ノi ghnl of ch lo r a mphenic ol
t4aS ad de d (0.)
to c el ls ･ Cel ls w e re gr o w n at e a rly loga ri t hmic
pha s e. A t in te r v als , c e1 18 W e r eha r v e ste d･ Total c el lula r pr otein
(5 ′" g/ml) w a s ap pl ie d to t･he gel , a nd t he a m o u nt o f oL plu sノβ
subu ni ts of t he H
＋
- A T Pa s e w a s m e a su r ed by imm u n oas s ay a s
de s cri bed u nde r Ma te rials a nd Met hods . T he a m o u nt o btain ed at
Z er o t im e IJ as talte n a s 1 .0 .
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.15) ｡
5 - 2 H
◆
- ATPa s e豊 の 増 加 と 細 胞 内pH変 化
細 胞 内 pHを 低 く し た と き に 程 こ る H
＋
- AT Pa s eの 増 加 は4 0分 以 上 か か
るこ と が わ か っ た ｡ そ こ で ､ S_ ･
内pHカi中 性 に 戻 る 時 間 を 嗣 ベ た ｡
fa e c al isを 産 生 に 移 し た と き に 細胞
s. fa e c al is を pn 7.4で 培 養 し ､ 集 菌 後pH 6. 0の 培 地 に移 し て2 0分後
と60分 後 の 細 胞 内 pHを 測 定 し た ｡ pH6.0に 移 し て 20分 後 で は 細 胞内p
HはT . 1で こ の pH で の正 常 な 細 胞 内 pRと 比 べ て 低 か っ た ｡ 6 0分 後に な
る と 細 胞 内pHは7 . 3に 調 節 さ れ ､ こ の 値 は 3時 間 後 で も 変 化 し な か っ
た(F ig . 1 6)｡ こ の 結 果 は ､ 細 胞 内 pHが 調 節 さ れ る の に 必 要 な 時間 は
H' - AT Pa seが 増 加 す る の に 必 要 な 時 間 と 一 致 す る こ と を 示 し て い る ｡
次 に H＋ - A T Pa s eが 増 加 で き な い と き の 細 胞 内 州 を 調 べ る た め に､ 黄
白合 成 阻 害 剤 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル を 加 え て 同 様 な 実験 を 待 っ た ｡
ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 存 在 下 で は pH6.0 に移 し て 60分 後 で も 紳 胞 内p
HはB . 9 のま ま で 調 節 さ れ な か っ た(F ig . 16)｡ 以 上 の 結 果を 細 胞内pH
とH･ - ÅT Pa s e量 で 表 に ま と め た の が(Tab le . 6)で あ る ｡ 細 胞 内pH の上
昇 はH･ - A T Pa s eの 増 加 に 依 存 し て お り ､ H
＋
- A T Pa s e量 の 増 加 は 細 胞内
ptl の調 節 に 必 要 な こ と が わ か っ た ｡
-63-
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Ta b le 6 . E f fects of ad d i t io n of chlo r a mphe nic ol to t he
cytopla s mic pll and t he ^ T Pa s e a ct iv i ty. S . fa e (: al is cel ls gr o w n
at pl1 7 .6 t)e re tra nsfe r red a t a n e a rly loga ri thmic pha s.
e to t he
fre sh m ed iu m wit h v a rio u s r)I一l v alue s irl t he pr e s enc e a nd a bs e n c e
of ch lo m mphe nic o1 (1 0 0メイ g/ml)I a nd c el ls w e r egr otJn at 3 7
0
c ･ T he
cytopla sm ic pll o f gr otJin g c el ls I) a S m e a s u r ed a s de s c ri bed in
the
le ge nd to f ig 1 6. Ne mbr a n efr a cじio n s t4 e r elpre Pa r ed fr o m t hes e
c ells . a nd ^ T Pa s e act ivi t ie s wa s a s sa yed . T he a m o u nt of a plu sP
s ubu nits ob ta in ed at pl･･1 7. 4 wa s take n a s 1 ･0 ･
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5 _ 3 ア ル カ リ 性 側 で の H
＋
- ÅT･Pa s･B景 の 変 化
酸 性 側 で 増 加 し たH･ - AT Pa s eが 増 加 し た ,S_ ･ 蜘 が 急 に ア ル カ
リ 性 に 曝 さ れ る と 紳 胞 内 が 通 常 よ り ア ル カ リ 性 化 す る ｡ も しH
十
- ATP
a s eが 増 加 し た 菌 が ア ル カ リ 性 に 曝 さ れ た と き ､ H
＋
一 色T Pa s e塞 が 速 や
か に 減 少 し な-い と蔓･ fa e c al isの ア ル カ リ 性 側 の 生 育 に 不 利 に な る で
あ ろ う . そ こ で ､ pH 6. 0 で培 養 し て H
'
- AT Pa s eを2倍 に 増 加 さ せ た 蘭を
pH9 . 0に 移 し て H＋ - AT Pa s e量 の 変 化 を 検 討 し た ｡
蘭 を pt19. 0に 移 し た 直 後 か らH＋ - A T Pa s eは 減 少 し 始 め ､ 9 0分 で 半 減
し 元 の 量 に 戻 っ た(Fig . 17)｡ こ の 減 少 速 度 は ､ こ の pHで の S. fa e c a
臼旦の 増 殖速 度 と 一 致 し て い た ｡ H' - AT Pa s eの 代 謝 速 度 は こ の 時 間 と
比 べ る と 充 分 遅 い の で ､ ア ル カ リ 側 で 減 少 は 主 と し て 細 胞 分 裂 に よ
るH ' - AT Pa seの 希 釈 と 考 え ら れ る . 従 っ て ､ 細 胞 内pHが 7. 6以 上 で は
rl＋ - A T Pa s eの 合 成 速 度 が 速 や か に 元 の レ ベ ル に 戻 る た め
.
､ 細 胞 分 袈 に
よ っ てt7十 - AT Pa s eが 希 釈 さ れ る た め H' - A T Pa s e塞 が 元 に 戻 る と い う こ
と が わ か っ た ｡
S
-
. 組 長は 培 養 時 に B C O3
-
を 加 え る と ア ル カ リ 性 に 耐 性 に な り ､
pH 9. 5で も 増 殖 で き る(6 9)｡ こ の pHで は 測 定 に 使 用 す る 弱 塩 基 が 紺 胞
に 多 量 に 吸 着 す る た め に 細胞 内 pHを 正 確 に 測 定 す る の は 困 難 で あ る
が ､ 細 胞 内 pH は中 性 の と き と 比 べ て 1 - 1 .5高 い と 思 わ れ る ｡ こ の pH
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a)
> ∽
'
L
～
3
ヱ ch
還 り
で 培 養 し た 菌 の 膜 画 分 の AT Pa s如毒性 は2u ni ts/湖g蛋 白 で 中 性 で 培養 し
た と き と 変 わ ら な か っ た が ､ AT Pa s 魯油 性 の D C C D感 受 性 は30覧少 な か っ
た ｡ こ の こ と はn
･
- AT Pa seの 合 成 量 は 細 胞 内 pHが 非 常 に 高 い と き に は､
中 性 の と き よ り も や や 少 な く な る こ と を 示 し て い る ｡
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考察
●
本 章 の 結 果 か らSM . 姐 旦で はH
＋
- ÅT Pa s eの 増 加 が E＋ の 排出量 の
増 加 を も た ら し ､ そ れ が 細 胞 内pHの 調 節 に 必 要 な こ と が 明 ら か に な
っ た ｡ S_ . ま旦B3 旦ii旦は ､ 細 胞 内 が 酸 性 に な る と 細 胞 膜 上 の 口
'
- AT Pa s e
が 増 加 し H' の 排 出 盈 が 増 加 す る た め に 酵 素 の 括 性 化 だ け の と き よ り
も 細 胞 内 pHが 申 惟 に 戻 り 易 く な る と 考 え ら れ る(Fig. 18)｡ 実 際､ H
◆
- AT Pa s B豊 の 最 大 増 加 率 は 5恰 も あ り ､ H十 - 且T Pa s e摘 性 の 最 大 活 性化率
の1 . 5 - 2倍 と 比 べ る と ､ 細胞 内pH調 節 に 対 す る 寄 与 は 酵 素 量 の 増 加
の 方 が 大 き い と 思 わ れ る ｡
こ の こ と を 定 塵 的 に 検 討 す る た め に ､ 各 細 胞 内 pHに 調 節 さ れ る の
に 必 要 な H･ の 排 出 量 と H
＋
- AT Pa s e油 性 と の 関 係 を 検 討 し た o H
' の 排 出
必 要 量 は 細 胞 内 pHが 調 節 さ れ る 前 後 の 細 胞 内 の pH緒 衝 能 の 差 か ら 求
め る こ と が で き る ｡ 調 節 前 の pHで の H
＋
- AT Pa s eの 金 浦 性 (そ の p打で の
摘性 × 酵 素 豊) をH･ 排 出 必 要 量 で 削 っ た 憤 を pH調 節 指 数 と 名 付 け る ｡
こ の pH調 節 指 数 が 1 の場 合 は H
＋ の 排 出 にH＋ - AT Pa s e
lI舌性が 過 不 足 な い
こ と を 示 し て い る ｡ ま た ､ 1以 上 の と き は 油 性 が 過 剰 で あ り ､ 逆 に1
以 下 の と き は 不 足 し て い る こ と を 表 す ｡
こ れ ら を 実 測 値 に 基 づ き 計 算 し ､ プ ロ ッ ト し た と こ ろ ､ 酵 素の 汚
性 化 だ け で 酵 素 塞 が 増 加 し な い 場 合 に は pH 6･5 では pH調節 指 数 は 約0
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. 2 にな っ て し ま っ た(F ig . 1 9). こ の こ と は 涌 性 化 だ け で はH＋排 出必
要盈 の 2 0芳し か H
＋
- AT Pa s e油 性 が 供■給 さ れ な い こ と を 示 し て い る ｡ 滴
性 化 も 起 こ り 酵 素 畳 も 増 加 す る 場 合 に は ､ 逆 に pH調 節 指 数 はpH6･5で
は は 1 . 3に な り ､ 排 出 摘 性 の 方 が 過 剰 に な っ た ｡ 晴 性 が 一 定 で 酵 素量
だ け が 増 加 す る 喝 合 に は ､ pH調 節 指 数 は ほ ぼ 1 で過 不 足 な い こ と が わ
か っ た(F ig . 1 9)｡
そ れ で は な ぜ邑. 王且 地 道 で は H十 - A TPa s eに は 酵 素 の 摘 性 化 と 酵素
奥 の 増 加 の 両 方 で 細 胞 内 pHを 調 節 し て い る の で あ ろ う か ｡ こ の 両 方
で 調 節 す る と き H＋排 出 油 性 の 方 が や や 過 剰 に な る こ と はH＋排 出 摘性
に 余 裕 を 持 た せ る た め か も 知 れ な い ｡ し か し な が ら ､ 酵 素 の 汚性 化
或 は 酵 素 量 の 増 加 だ け で 細 胞 内 pHを 調 節 し て い な い の は 次 の 3らの
理 由 も あ る よ う に 思 わ れ る ｡ 1 つ め の 理 由 は ､ 摘 性 が pHに よ っ て 変
化 し な い と ア ル カ リ 性 側 で n
' が 排 出 さ れ て し ま い 細 胞内 pnが 過 剰に
ア ル カ リ 性 化 し て し ま う こ と で あ る ｡ 酵 素 量 の 減 少 は 細 胞 分 裂 に よ
る 酵 素 の 希 釈 で し か 起 こ ら な い の で ､ ア ル カ リ 性 側 で 摘 性 が 蒋 ち な
け れ ば 細 胞 当 り の 排 出 描 性 が 過 剰 に な ら な い レ ベ ル ま で 戻 る の に 時
間 が か か っ て し ま う だ ろ う ｡ 2 つ めの 理 由 は ､ 酵 素 畢の 増 加 は 蛋 白
合 成 に よ っ て 起 こ る た め に 排 出 描 性 が 充 分 な 量 に 達 す る ま で に 時間
が か か っ て し ま う こ と で あ る ｡ 現 実 に は 細 胞 に は pH緩 衝 能 が あ る の
で ､ 細 胞 を 急 に 酸 性 に 曝 し て も 細 胞 内 の pHは 急 に 下 が る こ と は な い
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m ed iu m pH･ pH Regulato ry inde x I)8 S C alc ulated a s de sc ri be d in
t h is te xt ･ T he me a s ur ed v a lu e s in the r ef fe re ce ( 33 )an d in t h is
text w e r e use d ･ Symbols ; no -1
＋
- A TP& se in c r e a s e(o)l ‖
＋
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in cr ea s e (令 )｡
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が ､ 酵 素 塞 が 増 加 す る ま で の 短 時 間 に は 摘 性 化 で 排 出 量 を 増 加さ せ
る こ と が 必 要 だ ろ う ｡ 3 つ め の 理 由 は ､ 摘 性 が 一 定 で 細 胞 内p托調 節
が 不 安 定 に な る こ と で あ る ｡ こ れ に つ い て は 制 御 シ ス テ ム の 安 定牲
に つ い て の 説 明 が 必 要 に な る の で 以 下 で 詳 し く 述 べ た い (70)｡
細 胞 内 のt7＋ 洩 度 を 一 定 の 傭pHOに 保 つ に は ､ 円 ＋ の 排 出 に よ っ て 形 成
さ れ る 膜 電 位 が 充 分 に 解 消 さ れ れ ば ､ あ る 時 点tで の pH(t)と の 差 p
HO- pH(t): pHe(t) を0に す る よ う にtl
＋ の 排 出 カFを 変 化 さ せ れ ば よ い ｡
事 実 ､ S . fa e c al isで は △ p!ほ言形 成 さ れ る だ け の 分 の 膜 電 位 はK
'
の 取
り 込 み に よ っ て 解 消 さ れ て い る(43)｡ ど( プ ロ ト ン の 排 出 力) は あ る
時 点 の 活 性AX 酵 素 塵E =1十 - AT Pa s eの 金 浦 惟) に 比 例 す る ｡ 従 っ て ､
F = kf(AX E) (k fは 比 例 定数) - (1)
H' - A T Pa s eの 合 成 量Sは pH差 に 近 似 的 に は 比 例 す る ｡
s = ke X poe(t) (keは 比 例 定 数) - (2)
あ る 時 点 で の プ ロ ト ン 排 出 力F(t)は
- 73-
F(t) : ke(∫pHe(I)d t ＋ E8)
は 比 例 定 数 ､ E Oは 酵 素 量 の 初 期 値)
- (3)(･ke
(3) 式は 自 動 制 御 理 論 で は 積 分 動 作 に 相 当 す る ｡ こ の 制 御 動 作 の 特 惟
は pH(I)eが 0に な っ て も そ の 時 点 の 酵素 の 合 成 量 が 0に な る だ け でF(
t)は0に な ら な い ｡ し た が っ て ､ 多 か れ 少 な か れ pH(t)が pHOを 越 え て
し ま う こ と に な る ｡ 更 に 酵 素 量 は 細 胞 分 裂 に よ っ て 分 裂 速 度 に し た
が い 半 減 す る の で ､ 細 胞 内 pHは pH Oを挟 ん で 振 動 し 易 い と 考 え ら れ る ｡
一 方 ､ 酵 素 量 が 増 加 せ ず ､ 汚 性 化 だ け で 細 胞 内 pHが 制 御 さ れ る 場
合 を 考 え る と ､ 酵 素 の 摘 性 化 も 近 似 的 に は pR(t)e に 比 例 す る の で ､
排 出 力 は
F(t) = ka x
'
pHe(I) - (4)
(4) 式は 比 例 動 作 に 相 当 す る ｡ こ の 動 作 の 特 性 は pH(t)eが 0に な る と
F(t)も0に な る こ と で あ る ｡ さ ら に (3) 式と は 異 な り ､ 応 答 が 迅 速 で
あ る ｡ し か し な が ら ､ こ の 制 御 の や り 方 だ け で は ､ pHe(t) を0に す る
こ と は 定 常 偏 差 が 生 じ る た め に 原 理 的 に 不 可 能 で あ る ｡ ま た ､ 制 御
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可能 な pHの 範 囲 を 広 く す る た め に はkaを 大 き く し て ､ 比 例 範囲 を 広
く し な け れ ば な ら な い ( つ ま り 酵 素 畳 を 最 大 限 用 意 し な け れ ば な ら
な い
･) ｡ kaを 大 き く す る と 制 御 が 不 安 定 に な り 発 散 し 易 い し ､ 酵 素
の 性 能 を 上 げ る の は 歎 し い で あ ろ う｡ 常 に 最 大 限 の 酵 素 量 を 用 意 し
な
.
け れ ば な ら な い の も ､ 決 し て 経 済 的 な や り 方 で は な い ｡
実 際 の S .fa e c alisの 細 胞 内IPHの 制 御 は (3)と(4)と を 組 み 合 わ せ た
方法 で 実 現 し て い る ｡ 摘 性 が pHe(t)が 0 にな っ た 時 ､ F(t)も0に な る
わ け だ か ら ､
F(I) = ka X pHe(I) (ke∫pHe(t)dt ＋ ED) - (
5)
と い う 式 に な る ｡ (5) 式は(3) 式に 比 べ る と 安 定 性 が 高 い ｡ 但 し ､ こ
の 式 で も kaや keの バ ラ ン ス が 悪 い と 不 安 定 に な る ｡ こ れ ら の 式 を 利
用 し て シ ミ ュ レ ー シ ョ ン を 行 っ た ｡ (5) 式を 次 の 一 般 式 に 直 し て ､ コ
ン ピ ュ ー タ に よ っ て 実 測 値 か ら 計 算 し た ｡
2Bi = fa(put) (
E) t
- 75-
∫
t - d t
fe(pHt)9t ＋ E8) - Dt(pu t)
- d I
- (6)
(d tは 蚤 白 合 成 に よ る 遅 れ 時 間)
fa(put),fe(put)は 応 答 の 非 線 形 性 を 考 慮 し た 油 性 化 と 酵 素 の 合 成 量
の 実 測 値 か ら の ス プ ラ イ ン 関 数 で あ る ｡
各 外 部p附こ つ い て 計 算 し た と こ ろ ､ 酵 素 の 汚 性 化 と 酵 素 豊 の 増 加
の 両 方 で 調 節 す る 場 合 で は 60分 後 の 細 胞 内pHは 実 測 値 と
- 致 し て い
た(Fig. 1 7)｡ 酵 素 の 晴 性 化 だ け で は 外 部 pHに 対 し 細 胞 内 pHは
一 定 に
な ら ず ､ こ れ ら の 値 は ク ロ ラ ム フ ユ ニ コ - ル を 加 え た と き の 細 胞内
pHと 良 く 一 致 し て い た(F ig. 2 0)｡ 逆 に 酵 素 量 の 増 加 だ け の 場 合 は ､
両 方 の 要 素 で 調 節 し て い る 喝 合 と 比 べ る と 調 節 速 度 が や や 遅 く 僅 か
に 振 動 傾 向 が あ る も の の 細 胞 内 pHは 良く 調 節 さ れ て い た(Fig ･ 2 1).
但 し ､ ア ル カ リ 性 側 で は や や 細 胞 内
'
pHは 高 か っ た ｡ こ の 様 にS. fa モ
c al isの 細 胞 内 pH調 節 で は 酵 素 量 の 増 加 の 方 が 措 性 化 よ り も 重 要 で あ
る ｡ 酵 素 滴性 の 変 化 は ア ル カ リ 側 で 摘 性 を0に す る た め だ け に し か 必
要 な い の で あ ろ う か ｡ こ の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン で 興 味 深 い 結 果 が 得 ら
れ た ｡ 酵 素 量 の 増 加 関 数fe(pHt) を滑 ら か で な い も の を 退 ん で も ､ こ
の 振 動 し た 値 は 汚 性 化 関 数fa(pH t)に よ っ て 吸 収 さ れ て ､ 細 胞 内pHは
滑 ら か に 調 節 さ れ た ｡ こ の 結 果 は ､ 油 性 化 関 数 も 調 節 の 安 定 性 に 僅
か で は あ る も の の 寄 与 し て い る こ と を 意 味 す る ｡
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o f cyto pla s mic ptl s im ula ted by a d igi tal
co mpu te r ･ Cyto plas mic pll t4a S C alc ula ted a s de s c ri be d in t he
lege nd to F ig 2 0･ Pa nel (A); Cytopla s mic pll is r egu la ted by
cha nge s of a mo un ts and a ct ivi t ie 夢 Of u
＋
- A T Pa se . Pa n el (B=
cytopla sm ic prl is r egu la te d by a cha nge of o nly a m o u nts of Jl
＋
-
AT Pa s e .
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詞闇.
JL.;
S
_
. 姐 の H
＋
- AT Pa s eは 細 胞 内pHに よ っ て 生 合 成 が 調 節 さ れ る
こ と が 明 ら か に な っ た が ､ 次 にH＋ - AT Pa s e遺 伝 子 の 発 現 の ど の 段 階 で
調 節 を 受 け る の か 調 べ る 必 要 が あ る ｡ 他 の 生 物 種 で ほ ､ 細 胞 内 のH◆
- ATPa s e塞 が ど の 様 な と き に 変 化 す る か さ え わ か っ て い な い ｡ 大 腸菌
で は H
ヰ
- A T Pa s eの 全 遺 伝 子 配 列 が 解 明 さ れ た が ､ そ の 結 果 か ら托◆ - ÅT
Pa s e遺 伝 子 の 発 現 は 構 成 的 で あ り ､ お そ ら く細胞中 の 托
＋
- AT Pa s e量 は
変 化 し な い で あ ろ う と 考 え ら れ て い る(68)｡
S
_
. 姐 旦の H
◆
- AT Pas eの 金 成 調 節 機 構 を 解明 す る た め に は ､ 最
終 的 に は 遺 伝 子 の 全 構 造 を 決 定 す る 必 要 が あ る ｡ し か し 現 在 は ま だ
効 率 の 良 い ク ロ ー ニ ン グ 系 が S
_
･ fa e c al isに は 開 発 さ れ て い な い(7 1
,72)｡ だ か ら そ の 前 段 階 と し て ､ 合 成 調 節 機 構 が 損 な わ れ た 変 異 株
を 分 離 し て そ の 性 貿 を 調 べ る の は 合 成 調 節 機 構 の 解 明 に 有 効 と 考 え
ら れ る ｡
幸 い ､ S
_
. i旦旦旦旦主上邑の H◆ - AT Pa s eの 主 要 な 生 理 的 役 割 は 細 胞 内pH調
節 で あ る こ と が わ か っ て い る の で ､ 酸 性 で 生 育 で き な い 変 異 株 (酸
感 受 性 変 異 株 , A S Muta nt) を 選 択 すれ ぱ ､ H十 - A T Pa s eの 変 異 株 を 多
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数得 る こ と が で き る(43)｡ 大 部 分 はH
'
- ÅT Pa s e滴 性 自 体が 低 下 し た 株
で あ ろ う が ､ な か に は 合 成 調 節 変 異 株 も 含 ま れ て い る に 違 い な い ｡
醸 感 受 性 変 異 牒 の 申 か らH
･
- AT Pa s e合 成 調 節 変 異 株 を 分 離 す る に は
次 の よ う に す れ ぱ 良 い と 考 え ら れ る ｡ 蔓. ･ fa ¢c al isは 通常 の 培 養 条 件
で は プ ロ ト ン 駆 動力 を 必 要 と は し な い が ､ ア ミ ノ 酸 や 糖 な ど の 洩 度
を 非 常 に 低く す れ ば 取 り 込 み に プ ロ ト ン 駆 動 力 が 必 要 に な る ｡ 合 成
調 節 変 異 株 で はH
･
- AT Pa se滴 惟 は 損 な わ れ て い な い か ら ､ 外 部 pHを 中
性 に す れ ば プ ロ ト ン 駆 動 力 を 必 要 と す る 条 件 で も 生 育 で き る で あ ろ
う ｡ こ の 様 な 方 針 で 目 的 と す る 変 異 株 の 分 離 を 試 み た ｡
6 - 1 酸 感 受 性 変 異 株 の 分 散
tl' - AT Pa s eの 変 異 株 は 酸 性 の 培 地 で 生 育 で き な い ｡ S . fa e c alisの
選 択 培 地 で あ る S F培 地 8よ pH指示 薬 プ ロ ム ク レ ゾ ー ル パ ー プ ル を 含 ん
で お り ､ pH 6以 下 に な る と コ ロ ニ ー の 色 が 白 か ら 黄 色 に 変 わ る ｡ A S
2 5 のよ う なR
･
- A T Pa s eの 変 異株 を S F培 地 に 捲 く と ､ pH･6以 下 ま で 増 殖
で き な い た め コ ロ ニ ー の 大 き さ は 野 性 株 に 比 べ て 小 さ く ､ ま た コ ロ
ー
- の 色 は 野 性 株 で は 黄 色 に 変 わ る の にA S 25で は 白 い ま ま で あ っ た ｡
従 っ て ､ SF培 地 を 使 っ てrl' - AT Pa s eの 変 異 株 を 分 離 可 能 で あ る こ と か
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わ か っ た ｡
ヽ
H◆ - A T Pa s eの 変 異 株 を 多 種 精 分 離 す る た め に ､ ニ ト ロ リ グ ア ニ ジ ン
処 理 を し た旦. fa e c alis を pH 6の 培 地 で ペ ニ シ リ ン 処 理 を し た ｡ こ れ
ら の 薗 をS F培 地 の プ レ ー ト に 捲 き ､ 白 く て 小 さ な コ ロ ニ ー を 拾 っ た ｡
分 離 し た 蘭 は ､ S F液 体 培 地 に 植 え ､ 一 晩 培 養 し て 培 地 の 色 が 紫 色 か
ら 費 色 に 変 わ ら な い 株 を 選 択 し た o さ ら にR T Y培 地 に 植 え ､ - 晩培 養
し て 培 地 の pHを 測 定 し た ｡ 培 地 の pH カi5 . 5以 上 の 蘭 を40駕グ リ セ リ ン
申 に - 70oC で 保 存 し ､ 以 下 の 実 験 に 使 用 し た ｡
S F培 地 の プ レ - ト で 分 離 し た 白 い コ ロ ニ ー の う ち3 0完以 上 が pH5.5
の 培 地 で 生 育 で き な か っ た ｡ ま た ､ 以 上 の 方 法 で 得 ら れ た 株 か ら無
作 為 に 選 ん で ､ 膜 画 分 の H十 - AT Pa s e括 性 を 測 定 し た と こ ろ ､ 全 て の 株
で H' - ÅT Pa s e油 性 が 低 下 し て い た ｡
6 - 2 H' - A T Pa s e合 成 変 異株 の 分 離
こ の 様 な 酸 感 受 性 変 異 株 の ほ と ん ど はtt
＋
- AT Pa s e摘 性自 体 が 低 く な
っ た 変 異 株 で あ っ た ｡ 酸 感 受 性 変 異 株 の 中 か らH
◆
- A T Pa s eの 合 成が 正
常 で な く な っ ･た 変 異 株 を 分 離 す る た め に は ､ H
十
- A TPa s ¢活 性 自 体が憎
く な っ た 株 を 除 く 必 要 が あ る ｡
s . fa ec al isは KT Y培 地 の よ う に 栄 養 が 充 分 な 条 件 で は 生 育 に プ ロ
- 8 ト
ト ン 駆 動 力 が 必 要 な い が ､ 加 え る ア 罵 ノ 酸 の 量 を1 0分 の 1以 下 に す る
と ､ 生 育 に プ ロ ト ン 駆 動 力 が 必 要 に な る(3 5)｡ A S 25の 梯 な H
＋
- A TPa s
eの 変 異 株 は プ ロ･ト ン 駆 動 力 を 形 成 で き な いや め ､ こ の 様 な 条 件 で は
生 育 で き な い ｡ そ れ に 対 し て H
＋
- ATPa s e油 性 自 体 が 正 常 な 合 成 変異 株
で は 野 生 株 と 同 様 に 増 殖 で き る と 考 え ら れ る ｡
ス レ オ ニ ン は プ ロ ト ン 駆 動 力 で 輸 送 さ れ る(73)｡ そ こ で ､ こ の 様
な 選 択 条 件 を 厳 密 に 決 め る た め に ､ 合 成 培 地 の ス レ オ ニ ン の 減 度 を
変 え て 野 生 株 と A S 25を 培 養 し た ｡ 野 生 梯 で は ス レ オ ニ ン 膿 度 が 1･ 25
〟 g/I)1で も 生 育 で き た が ､ A S2 5で は ､ 之. 5JL g/D)1 で生 育 で き な か っ た ｡
グ ラ ミ シ ジ ン Dを 加 え て 野 生 株 を 増 養 し た と き に は ､ 生 育 に 対 す る ス
レ オ ニ ン 洩 度 の 要 求 性 は AS 2 5 と同 じ に な り ､ 2. 5JJ g/mlで 生 え る こ と
が 出 来 な か っ た ｡ 従 っ て ､ 酸 感 受 性 変 異 株 か らH
'
- A T Pa s eの 合 成 変 異
株 を 分 離 す る た め に は ､ 合 成 培 地 の ス レ オ ニ ン 過 度 を2 .S 〟 g/nlま で
下 げ れ ば 良 い こ と が わ か っ た(Fig . 2 2).
こ の 様 な 方 法 で 得 ら れ た 株 の 中 に は ､ H＋ - A T Pa s e油 性 が 野 生 株 と 比
べ て 少 し し か 落 ち な か っ た も の も 含 ま れ て い る こ と も 否 定 で き な い ｡
目 的 と す る 変 異 株 か を 確 認 す る た め に
■
は ､ 実 際 に 各pHで 薗 を 培養 し
膜 画 分 の H･ - AT Pよs e油 性 の 増 加 が 起 こ ら な い こ と を 確 認 し な け れ ぱ な
ら な い (F ig . 2 3)｡ 結 局 ､ ス レ オ ニ ン 濃 度 を 低 く し て も 生 育 で き た 酸
感 受 性 変 異 株 は3株 得 ら れ た が (F ig .1 2 4)､ こ れ ら は 総 て 培 養 時 の 細 胞
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内pHを 酸 性 に し て も 膜 画 分 のH
'
.
- AT Pa s eli舌性の 増 加 は み ら れ な か っ た ｡
こ れ ら の 変 異 株 の 内 の 1 つ をA S 1 7と 名 付 け て 性 員 を 調 べ た ｡
6 - 3 A S17 の膜 画 分 の H＋ - AT Pa s e油 性 の 性 質
細 胞 内pH7. 6 で培養 し たA S 17 の膜 画分 の A T Pa s e油 性 は 同 じ 細 胞 内p
Hで 培 養 し た 野 生 珠 の 括 性 と 比 較 す る と 約 半 分 で あ っ た ｡ し か し ､ F
l の 変 異 株 で あ るA S25 の子吉性 は 殆 ど な く な っ て い た ｡ ま たA S 1 7 の ATP
a s e晴 性 は ､ H＋ - A T Pa s eの 特 異 的 阻 害 剤 で あ るD C C Dに よ っ て 阻 害 さ れ
た ｡ そ れ に 対 し て ､ 後 に も 述 べ る よ う にFBの 変 異 株 で あ る A S 8で はA
T Pa s e摘 性 は D CC Dに よ っ て 2 0覧し か 阻 害 さ れ な か っ た(Table . 7)｡ 更 に､
A S 17 の A T Pa s e措 性 は 至 通 pHも6 .5で 野 生 株 と 変 わ ら な か っ た ｡
次 に 膜 画 分 をS D S- P AG Eに か け て ､ H◆ - AT Pa s eの サ ブ ユ ニ ッ ト が 変 化
し て い な い か を を 調 べ た ｡ A S 17 のα . β , γ サ ブ ユ ニ ッ ト の 分 子 量 は
と も に 野 生 株 の そ れ と 変 わ ら な か っ た が ､ 各 バ ン ド の 量 は 野 生 株 と
比 べ て 少 な か っ た ｡ こ の こ と か ら ､ A S17の 膜 画 分 の H十 - AT Pa s e油 性 が
半 分 し か な い の は ､ 膜 画 分 の H ＋ - A T Pa s eの 酵 素量 が 野 生 株 の 半 分 し か
な い た め と 思 わ れ る ｡
A S 17の 膜 画 分 に 存 在 す る H＋ - AT Pa s e消 性 が 少 な い の は ､ H' - A T Pa s e
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Table 7 ･ =
＋
- A T Pa s e act ivi t ies of m em br an e fra ctio n s in t he wi l d-
type 8 nd ^ s muta nts ･ w i ld a nd A Smuta nts c el ls we re
t
gro wn at
PII 8･ O a nd 7･3 8t an e a rly loga rit hm ic pha s e in t he pr ese n c e a nd
a bs e nce
･
of 4J&g′ml of gra micidin D ･ Cytopla s mic p m e c am e 7 . 6 a nd
6 ･ 9
I reSPe C t iv ely ･ A T P8 Se activ i ty and cytopla s mic pH we r e
m ea s u red a s de s c ri be d u nde r Mate rials a nd ト1et ho ds .
wi l d AS2 5 AS8 AS 1 7
pH in
^ T Pa B e a ctivity
in c r e a s e(fold)
D C C Ds e n si tiv l 七y
(～ iri h i b i to n)
7 .6 6 . 9
1 . 9 0 8.51
4. 4 B
80
7 .6 6 .9
0 . 1 6 0. 5 7
3 .6 1
7. 6 6. 9
1.56 7. 5 4
4. 8 3
2 2
7 .6 6.9
1 . 2 1 1.44
1 .19
61
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Ta b le 8 . A T Pa s e 8Ct iv i t ie s of c r ude e xtra cts a nd m embr ane
fr a ct io n s in A S 1 7c ells IJ e r egr OtJh in t he pre s enc e a nd 8 bs e nce of
g m m ici d in D (4 JLAg/m l) a t pH 7. 3 . Cyto p18 S mic pll o f t he fo r m er
a nd la tte r c el ls w a s6 .9 a nd 7.6 . r e 忘PeCt iv ely . Crude e xtr a cts
a nd m embra n e fra ctio n s 1) ere Pr
･
epa red a s de sc ribed u nde r Ma te rials
a nd Met ho ds .
So ur c e s
pHln エnc r ea s e
7 . 6 6 . 9 r at lo
unl七s mg pr otein
Cr ude e xtr a ct 0 . 1 6
m e mbr a n e､ fr a et lo n 1 . 0 2
0 . 1 2 0 . 7 5
0 . 92 0 . 90
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晴性 の 各 画 分 へ の 描 性 の 局 在 が 異 常 な た め と も 考 え ら れ る ｡ そ の 可
能 性 を 調 べ る た め に 粗 画 分 の A T Pa s ¢措 性 を 測 定 し た と こ ろ ､ 粗 画 分
か ら 膜 画 分 へ の AT Pa se油 性 の 回 収 は 野 生 株 と 変 わ ら な い こ と が わ か
っ た ｡ こ の 結 果 は ､ 培 養 時 の 細 胞 内p接を 低 く し て も 変 わ ら な か っ た
(Tab le . 8)｡
更 に ､ ÅS1 7の Flが 正 常 か を 調 べ る た め に ､ 各 細 胞 内pHで 培 養 し た
且S17か らFl画 分 を 調 製 し ､ 野 生 株 の Fl除 去 膜 に 結 合 さ せ た と こ ろ ､
A S1 7 の Fl は 培 養 時 の 細 胞 内 pHに 関 わ ら ず 野 生 株 の 膜 に 結 合 しFlを 除
く 前 の 油 性 に 回 復 さ せ た ｡ こ の 結 合 パ タ ー ン は ､ 野 生 株 の FLを 使 っ
て 同 じ 実 験 を 行 っ た と き と 同 じ で あ っ,た(F ig ･ 25)｡ 従 っ て ､ AS17の
Flは 野 生 株 の Flと 同 じ 強 さ の 摘 性 を 持 ち ､ F色 に 対 す る 結 合 力 も 正 常
で あ る こ と を 示 し て い る ｡
以 上 の 結 果 か ら ､ A S 1 7 の膜 画 分 の AT Pa s e油 性 は 野 生 株 よ り 少 な い
け れ ど も ､ そ の 性 質 は 野 生 株 と 良 く 似 て い る よ う に 思 わ れ る ｡
6 - 4 培 養 時 の 細 胞 内 pHがAS17の FIF白星 に 及 ぼ す 影 響
培 養 時 の 細 胞 内 pHを 低 く し て もA S 17 では 膜 画 分 の rI＋ - AT Pa s e摘 性が
増 加 し な い 理 由 を 調 べ る た め に ､ A S 17 の Fユ を イ ム ノ ブ ロ ッ テ イ ン グ
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漣 で 定 量 し た ｡ 培 養 時 の 細 胞 内 pHを7 ･ 6か ら 6 ･9に し た と き の Flの 増
加率 は ､ 野 生 株 や 他 の H
＋
- 魚T Pa s e
-
の 変異 株 で は 約3倍 増 加 し た が ､ AS
17で は 膜 画 分 当 り で も 細 胞 当り で もFlの 増 加 は み ら れ な か っ た(Tab
le . 9). こ の こ と は ､ A S 17 の H
◆
- A T Pa s eは ア セ ン ブ リ ー に 異 常 が あ.る
の で は な く ､ 細 胞 内pHを 低 く し て もn
＋
- AT Pa s e塞 が 増 加 し な い こ と を
示 し て い る ｡
次 に ､ AS 1 7 の膜蘭 分 の F切 量を 測 定 し た ｡ A S 17 の膜 面 分 か らFI除
去 膜 を 調 製 し ､ こ れ に 野 生 株 の Flを 結 合 さ せ て そ の 結 合 豊 か ら 膜画
分 申 の F8患 を 求 め た ｡ AS 1 7 の膜 画 分 に 対 し 野 生 株 の Fl は 濃 度 依 存的
に 結 合 し ､ そ の 結 合 曲 線 は同 じ 細 胞 内 pHで 培 養 し た 野 生味 の 膜画 分
の も の と 変 わ ら な か っ た(F ig . 26)｡ 結 合 し たAT Pa s ei毒性 はF如こ 対 し
て 特 異 的 な 阻 害 剤 で あ る DC C Dに よ っ て 阻 害 さ れ た ｡ 従 っ て ､ AS17の
F は Fl に 対 す る 結 合 が 正 常 で あ る こ と が わ か っ た ｡ 増 義 時 の 細 胞内
pHを 低 く す る と ､ A S 17も 野 生 株 と 同 様 にF. の 結 合 量 が 増 加 し た ｡ A S
17 の頗 画 分 申 の F は 野 生 株 と 同 じ 量 存 在 し ､ 培 養 時 の 細 胞 内 pHを低
く す る とH･ - A T Pa s eの 申 で F ほ け が 増 加 す る こ と が わ か っ た ｡
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Ta b le 9 ･ Im m un oa s s ay o f FI
S ubu ni ts in wil d a nd AS muta nts ･
Im m u n o a ssa y 一J a S don e a sde s c
lribed in t he lege nd to Ta b le 4 a nd
F ig 1 4. T he v alu e s ind ic at.e in c rea sing r at io whe n cyt.opla s mic PII
w a s sh i f te d fro m 7 . 6 to 6 . 9 .
w ild AS25 Ås 8 AS 1 7
m e mbr an e fr act io n 3 ･ 13 2･ 56 3 ･ 4 2 1 ･ 2 2 (fold)
whole c ell e xtr a ct 3 ･ 04 4 ･ 7 9 3 ･ 59 o ･ 7 5 (fold)
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6 - 5 ) 培 養 時の 外 部 pHが も た ら すA S17の 膜 電 位 と 細 胞 内 pHに 対 す
る 影 響
A S 1 7 の H･ - ATPa s eで は 細 胞 内 pHが 低く な る とF8だ け が 増 加 し た ｡ も
しA S 1 7 の F¢の プ ロ ト ン チ ャ ン ネ ル と し て の 描 性が 正 常 な ら ば ､ 外 部
pHを 低 く し て 培 養 し て や る と F功が 増 加 す る た め に 細 胞 膜 の H
十
に 対す
る 透 過 性 が 上 が り プ ロ ト ン 駆 動 力 が 解 消 す る は ず で あ る ｡
且S 17を p耶 で 培 養 し た と こ ろ ､ 膜 電 位 も 細 胞 内 pHも 野 生 株 と 変 わ ら
な か っ た ｡ そ れ に 対 し て ､ p116 で培 養 し た と き に は ､ 膜 電 位 は 殆 ど 形
成 さ れ な か っ た ｡ 細 胞 内pHも6 . 5で 野 生 株 と 比 べ る と 低 く ､ 調 節 さ れ
な い こ と が わ か っ た(Tab le . 1 0)｡ 従 っ て ､ A S 17の Fo は プ ロ ト ン チ ャ
ン ネ ル と し て 正 常 な 摘 性 が あ り ､ 薗を 酸 性 で 培 養 す る とF8 は 増 加 し
て 細 胞 膜 の 透 過 性 を 上 げ る こ と が わ か っ た ｡
AS 1 7を 中 性 で 培 養 し て もFLが 結 合 し て い な い Foが 存 在 す る ｡ そ れ
に も 関 わ ら ず ､ pH7で 培 養 し た 薗 で は 膜電 位 は 野 生 株 と 変 わ ら ず に 形
成 さ れ ､ 細 胞 内 pHも 調 節 さ れ て い た ｡ EJ.
こ で ､ 蛍 光 試 薬 で あ るDis -
C三. の 取 り 込 み か ら 膜 電 位 形 成 の 時 間 経 過 を 観 察 し た と こ ろ ､ pH6で 培
養 し た 菌 で は 膜 電 位 を 形 成 で き な か っ た が ､ pH7で 培 養 し た 場一合 で も
形 成 さ れ る 膜 電 位 の 大 き さ は 変 わ ら な か っ た が ､ 膜 電 位 の 形 成 速 度
は 野 生 株 よ り も 遅 い こ と が わ か っ た(Fig , 2 7) ｡ こ の こ と か ら ､ AS 17
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は 中 性 で 培 養 し て も 細 胞 膜 は あ る 程 度粥 ･ に 対 し て 野 生 株 よ り も 透過
性 が 高 い が ､ H＋ - AT Pa s oの 門＋ 排 出 摘 性が H･ の 流 入 よ り 優 っ て い る た め
に ､
1
正 常 に プ ロ ト ン 駆 動 力 を 形 成 で き る と 考 え ら れ る ｡
6 - 6 A S1 7 の増 殖 の pH依 存 性
H' - AT Pa s eの 変 異 株 は 酸 性 で は 増 穂 で き な い . ÅS 25の よ う にH十 - A T
Pa s e措 性 が 低 下 し た 変 異 株 で は pH 6で は 1 回 も 細 胞 分 裂 で き な い ｡ A
S 17も pH 6で 増 殖 で き な い 変 異 株 と し て 分 離 さ れ た ｡ そ れ 故 ､ A S17も
他 の H＋ - A T Pa s Bの 変 異 株 同 様 に 増 殖 速 度 が 外 部pHに 依 存性 が あ る だ ろ
う と 予 想 さ れ る ｡
と こ ろ が ､ A S 17で は 酸 性 の 培 地 で 培 養 し て も ､ 培 養 開 始 後4 0分以
内 で は 増 殖 速 度 は 野 生 株 と そ れ ほ ど 変 わ ら な か っ た ｡ し か し ､ 40分
を 過 ぎ る と 増 殖 適 度 は 急 に 遅 く な り ､ 約90分 で 増 殖 は 完 全 に と な っ
た(Fig . 28)｡ こ の 時 間 はFBが 増 加 す る 時 間 と 一 致 し て お り ､ 酸 性で
培 養 す る とFaが 増 加 す る た め にH＋ - A T Pa s eに 対 す る 透 過 性 が 上 が り ､
そ の 結 果 細 胞 内pH カ1
'
低 く な っ た た め に 増 殖 が 止 ま っ た と 考 え ら れ る ｡
そ れ に 対 し て ､ H ' - ATPa s eの 摘 性 の な い 変 異株 で は ､ 培 地 を 酸性 に
す る と 増 殖 速 度 は 培 養 の 最 初 か ら 遅 く ､ AS 2 5 のよ う な 摘 性 が 完 全 に
失 わ れ て い る 変 異 株 で は pH6.5位 か で は 全 く 増 殖 で き な か っ た(Fig.
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2 8)b 以 上 の 結 果 は ､ 魚S 17を 酸 性 で 培 養 す る と ､ 培 養 開 始 直 後 は 細 胞
内 pHが 調 節 さ れ る が ､ F8 の 増 加 と
`
共 に 細 胞 内pHが 調 節 さ れ 細 く な り
酸 性 に な る こ と を 示 唆 し て い る ｡
6 - 7 H＋ - AT Paseの Fl の 変 異 株 とF8 の 変 異 株
AS 25は 膜 画 分 の H ◆ - AT Pa s e摘 性 が 失 わ れ た 変 異 株 で あ っ た ｡ ま た､
S F培 地 で の 選 択 に よ っ て ､ 新 た に 多 く の H＋ - AT Pa s eの 変 異 株 が 分 離 さ
れ た ｡ こ れ ら の 多 く は F l野 油 性 が 低く な っ て い た ｡ 酸 性 側 で の 増殖
は 膜 画 分 の H◆ - AT Pa s eの 残 存 油 性が 多 い ほ ど 低 い pH で生 え ら れ る こ と
が わ か っ た ｡
そ れ に 対 し て ､ A S8は 頗 画 分 の A TPa s e油 性 が 野 生 株 と 比 べ て 低く な
い ｡ と こ ろ が ､ A S 8 の AT Pa s e油 性 はD CCD で 2 0芳し か 阻 害 さ れ な か っ た ｡
そ こ で Fl とF¢の ど ち ら に 欠 損 が あ る か を 調 べ る た め に ､ Fl を 膜 か ら
は ず し 野 性 抹 の Flと 結 合 さ せ た ｡ 野 性 株 の Fl はAS8 の頗 両 分 の 元 の A
T Pa s e汚 性 に 封 復 す る ま で 結 合 し た が ､ 再 結 合 し たtI' - AT Pas e摘 性 は
D CC Dに よ っ て 阻 害 さ れ な か っ た ｡ 逆 に ､ A S 1 7 から 得 たFlを 野 性 株 の
Fl を 除 い た 膜 に 結 合 さ せ た と こ ろ ､ 野 性 株 の 元 の 打
＋
- A T Pa s e描 性 の レ
ベ ル ま で 回 復 さ せ ､ 再 結 合 し たAT Pa s e汚 性 はD CC Dに よ っ て 阻 害 さ れ
た｡ 従 っ て ､ A S 8 の Fりま正 常 で ､ 変 異 はFo に 存 在 す る と 考 え ら れ る ｡
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酸 性 で 生 育 で き な い 変 異 株 と し て n
＋
- A T Pa s e摘 性 が な く な っ た も の
だ け で は な く ､ FQが 正 常 で な く な っ た も の も 得 ら れ た ｡ こ れ ら の 結
果 は ､ 蔓, 地 旦主上旦が 酸 性 に 耐 え ら れ る 能 九 はt
'
- AT Pa s eのtl' の 排 出
力 で 決 ま る こ と を 示 し て い る ｡
考 察
H＋ - A T Pa s eの 生 合 成 が 異 常 に な っ た 変 異 株 の 分 離 を 試 み た 結 果 ､
A S1 7を 得 る こ と が 出 来 た ｡ A S 17は 細 胞 内 pHが 酸 性 の と き にFB だ けが
増 加 し て し ま う 変 異 株 で あ っ た(F ig. 2 9)｡ こ の 変 異 株 で は ､ FDの 発
現 は 野 性 株 と 同 じ く 正 常 で あ る が ､ F･1 の 発 現 量 は 抑 え ら れ て 酸 性 で
も 増 加 し な く な っ て い る ｡ Ftの 活 性 自 体 は 正 常 な の に ､ 中 性 で 培 莱
し た と き で さ え 野 性 株 と 比 べ て Flが 少 な い ｡ こ の こ と か ら ､ A S 17で
はFl の 合 成 調 節 に 変 異 が あ る と 考 え ら れ る ｡
H◆ - A T Pa s e(FIF白襟 合 体 ) 全 体 が 細 胞 内 pHを 低 く し て も 増 加 し な い
変 異 株 や ､ Fl だ け が 増 加 す る よ う な 変 異 株 の 分 離 も 試 み た が ､ そ れ
ら の よ う な 変 異 株 は 得 ら れ な か っ た ｡ ア ミ ノ 酸 洩 度 を 低 く し て も 生
育 で き る 酸 感 受 性 変 異 株 の 中 に は こ の 様 な 変 異 株 も 含 ま れ て い て も
お か し く な い の で ､ 原 理 的 に は ÅS 17と 同 じ 方 法 で 数 多 く 分 離 す れ ば
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得 ら れ る と 思 わ れ る ｡
し か し ､ こ の 様 な 変 異 株 は ､ A S 17 と比 べ る と 分 離 し に く い か も 知
れ な い ｡ AS 1 7で は 一 旦 細 胞 内 p糊i下 が り 始 め る と Fbが 増 加 し 始 め る o
そ の 結 果 ､ 膜 の = こ 対 す る 透 過 性 が 上 が り ､ ま す ま す 細 胞 内 pnが 低
く な る ｡ こ の 様 な 状 態 で は F8の 合 成 に ポ ジ テ ィ プ に フ ィ
ー ド バ ッ ク
が か か っ て し ま う た め にF は 最 高 量 ま で 増 加 す る こ と に な る ｡ だ か
ら pH6と い う 高 い p打で 生 え な く な る の で あ ろ. う ｡
と こ ろ が ､ H
＋
- A T Pa s e全 体 の 合 成 量 が 細 胞 内pHに よ っ て 変 化 し な い
変 異 株 で は ､ A S 25と 適 っ て ､ H
'
- ATPase描 性 そ の も の は 正 常 だ か ら ､
細 胞 内 pH は AS 2 5と 比 べ る と 遥 か に 高 い は す で あ る ｡ 勿 論l ト 且T Pa s e塞
が 増 加 し な い と 細 胞 内 pHは 正 常 に 調 節 さ れ な い の で 酸 性 側 で の 増 殖
速 度 は 野 性 株 よ り は 遅 い は ず で あ る が ､ ど の く ら い の 外 部pHで 増 殖
が 止 ま る か を 予 想 す る の は 難 し い ｡ そ こ で ､ こ の 様 な 変 異 株 を 分離
す る た め に は ､ 外 部 pHを 低く す る こ と に よ る 選 択 を 容 易lこ す る た め
に ､ 野 性株 よ り も 細 胞 内 の 代 謝 が 醸 感 受 性 の 強 い 変 異 株 を 親 株 に し
て 分節す る こ と が 必 要 か も 知 れ な い ｡
AS17の 用 にFl と FBの 量 比 が 異 な る よ う な 変 異 株 が 分 離 さ れ る た め
に は ､ Fl とF8が 別 々 に 分 子 集 合 す る こ と が 必 要 で あ る ｡ か つ て 大腸
菌 で は Flの 欠 損 変 異 株 の 解 析 か ら.､ F昏が 膜 に は い る た め に は 正 常 な
Flが 必 要 で あ る と 考 え ら れ た(7 4)｡ し か し ､ S im o niら は Flの サ ブ ユ
- 102-
ニ ッ ト の 申 で 分 子 集 合 に 最 も 重 要 と 考 え ら れ て い た β サ ブ ユ ニ ッ ト
が 欠 損 し て もF8 が 正 し い サ ブ ユ ニ ツ･ ト 構 成 で 膜 に 組 み 込 ま れ ､ 汚 悼
の あ･る プ ロ ト ン チ ャ ン ネ ル を 形 成 さ れ る こ と を 報 告 し た(75,7 6)｡ し
か し ､ こ の 報 告 も 前 に 報 告 し た グ ル ー プ と 方 法 的 に 差 が あ る わ け で
は な く ､ 2 次 元 電 気 泳 動 の 微 妙 な ス ポ ッ ト の 潰 さ の 遠 い を 解 釈 し て
い る に 過 ぎ な い ｡ A S 17は Fl とF8が 別 々 に 分 子 集 合 す る こ と に 対 し て
有力 な 証 拠 に な り う る と 思 わ れ る ｡
H◆ - A T Pa s eの 発 現 に つ い て 最 も 確 か ら し い 予 想 が な さ れ て い る の は
遺 伝 子 の 全 構 造 が 解 明 さ れ て い る 大 腸 菌 に お い て で あ る ｡ 大 腸菌 の
H＋ - ÅT Pa se遺 伝 1･ は 実 際 に 使 わ れ て い る プ ロ モ ー タ ー が 1 つ し か な く ､
全 サ ブ ユ ニ ッ ト は 1 本 の ポ リ シ ス ト ロ ニ ッ ク な mR N Aに 甑 写 さ れ る(6
8)｡ 遺 伝 子 の 上 流 に は 転 写 を 調 節 す る 特 別 な 構 造 は 見 つ か っ て い な
い ｡ 各 サ ブ ユ ニ ッ ト は ､ 1 本 の mR N Aか ら 翻 訳さ れ る に も 関 わ ら ず ､
合 成 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 量 は 各 サ ブ ユ ニ ッ ト に よ っ て 異 な っ て い
る ｡ 例 え ば ､ α や β は 1 分 子 当 り 3 個 だ が ､ γ , 6 , E は 1 つ づ つ で
あ る ｡ FOの cサ ブ ユ ニ ッ ト は1 0個 も あ る ｡ 偶 の 合 成 比 の 違 い は 各 サ ブ
ユ ニ ッ ト の codo n u s ageの 遅 い と(68)､ 各 サ ブ ユ ニ ッ ト 間 の 蛋 白が コ
ー ド 去 れ て い な い 領 域 に 翻 訳 の 効 率 を 変 え る 構 造 が 存 在 す る た め で
あ る と 考 え ら れ て い る (7 ト 79)｡
A S 17は 分 子 集 合 し た FlとF8申 の 各 々 の サ ブ ユ ニ ッ ト の 量 比 は 野 性
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株 と 違 い が な い が ､ Fl とF8間 の 量 比 に は 差 が 生 じ る ｡ 細 胞 内 pHを6 ･
9 にし て 培 養 す る とF は Flの 8倍 に も な る ｡ 大 腸 菌 の よ う に 各 サ ブ ユ
ニ ッ ト の 合 成 比 が 翻 訳 レ ベ ル で 決 ま る な ら ば ､ Ft と FD間 の 合 成 量 比
も 翻 訳 レ ベ ル で 決 っ て
■
い る と は 考 え 難 い ｡ こ の よ う な こ と か ら ､ S･
fa e c al isの H＋ - A T Pas eの 合 成 調 節 は 転 写 レ ベ ル で 行 わ れ て い る と 思
わ れ る ｡ こ の 考 え が 正 し い と す る と ､ A S 1 7に 起 こ つ て い る 変 異 は 次
の 2 つ の 可 能 性 が 考 え ら れ る ｡ 1 つ は ､ プ ロ モ - タ - が Fl とF8の そ
れ ぞ れ に 存 在 す る 可 能 性 で あ る(F ig . 30)も う 1 つ は ､ 大 腸 菌 と 同 様
にFlとF匂が 1 本 の nRN Aに 転 写 さ れ る(F ig. 3 1)｡ FBが Flの 上 流 に あ り､
Flと Foの 間 に 変 異 が 起 き た た め にFl の 前 で 転 写 が 終 了 し て し ま う 可
能 性 で あ る ｡
こ れ ら の 2 つ の 可 能 性 を 直 接 に 検 討 す る た め に は ､ mRN Aを 直 様 検
出 す る か 遺 伝 子 の 全 構 造 を 決 定 し な け れ ば な ら な い ｡ 前 者 の 方 法 は
大 腸 菌 の H･ - A TPa s eの 遺 伝 子 の H＋ - AT P
/
a s eの プ ロ ー ブ を 使 っ て SI . £坐
c alisの DN Aに 対 し て ハ イ プ リ ダイ ゼ - シ ョ ン を 試 み た が ､ 検 出 で き
な か っ た ｡ 後 者 の 方 法 を 含 め て ､ こ れ ら の 可 能 性 を 実 証 に はS . fa e
s_aiiiaの h' - AT Pa s eの 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ が 必 要 で あ る と 思 わ れ る ｡
s. fa e calisで はR＋ - AT Pa s eで の み で 細 胞 内 pHが 調 節 さ れ て い る の
で (4 3)､ 酸 感 受 性 変 異 株 の ほ と ん ど 全 て が tI十 - AT Pa s eの 変 異 株 で あ っ
た ｡ 酸 性 に 対 す る 感 受 性 の 度 合 は pHが 持 っ て い る H＋ の 排 出 力 で 決 蕊
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る と 考 え ら れ る ｡ な ぜ な ら ば ､ 酸 感 受 性 変 異 株 は 細 胞 内 が 生 育 で き
な く な る pHで 増 殖 が 止 ま る が ､ 机＋ - AT Pa s eの 残 存 油 性 に 応 じ て 増殖 が
止 ま る pHが 決 ま る か ら で あ る ｡ 逆 に 増 殖 の 止 ま る pHで 変 異 株 を 選 択
し て や れ ば ､ 任 意 の 強 さ の H' - A T Pa seの 変 異 株 が 分 離 で き る 可 能性 が
あ る ｡ 大 腸 菌 で は 酸 化 的 リ ン 酸 化 能 に よ っ て H十 - A TPa s ¢の 変 異 株 を 分
離 し て い る た め に ､ H' 一 点T Pa B e活 性 が 完 全 に 失 消 し た 変 異 株 が 取 れ る
場 合 が 非 常 に 多 く ､ 摘 性 が 低 く な っ た だ け の も の は 取 れ に く い ｡ こ
の た め ､ ど の ア ミ ノ 酸 残 基 が プ ロ ト ン の 輸 送 摘 性 に ど の 様 に 寄与 す
る の か を 細 か く 定 量 的 に 理 僻 す る こ と は 難 し い ｡ S
_
･ fa 8 Calisで は さ
ま ぎ ま な 程 度 の 描 性 の 変 異 株 が 取 れ る の で ､ ア ミ ノ 酸配 列 を 決定 で
き れ ば こ の 酵 素 の プ ロ ト ン 排 出 機 梢 の 解 明 に 有用 で あ る と 恩 わ れ る ｡
A S 8は F8に 変 異 が あ る た め にD CCDが H＋ - ATPa s e油 性 に 対 し て 効果 が
な く ､ H十 の 排 出 描 性 も な く な っ て い た ｡ DCCDは プ ロ ト ン チ ャ ン ネ ル
を 塞 ぐ の で n' の 輸 送 を 阻 害 す る(80)｡ そ の 結 果H
＋ の 輸 送 に 共 役 し た
A TP分 解 油 性 も 阻 害 さ れ る ｡ し た か っ て ､ F8の 変 異 株 はH
◆チ ャ ン ネ ル
摘 性 が な く な っ て い る た め に 膜 に 結 合 し た 状 態 で はAT Pを 分 解 で き な
い は ず で あ る ｡ と こ ろ が A S8で はF8 に 変 異 が あ り H
＋ を 輸 送 で き な く な
っ て い る に も 関 わ ら ず ､ AT Pを 分 解 で き る ｡
こ の よ う な 変 異 株 は 大 腸 菌 で は u n cB4 0 1と し て 知 ら れ て い る ｡ u n c
B4 0 1 ではFlと FD結 合 が 弱 く な っ て お り ､ そ の た め に 報 告 者 に よ っ て
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はH 卜 且T Pa s e活 性 の 膿 へ の 回 収 が 違 っ て い る (8 0)｡ u n cB4 0 1の 変 異 は
FBの aサ ブ ユ ニ ty ト に あ り ､ Fl - A T Pa 畠Bi舌性 は 野 性 株 と 変 わ ら な い ｡
FlとF匂の 結 合 が 弱 く な っ て い る た め にH
十 が 漏 れ て し ま う た め にH
＋
- A
TPase汚 惟が 現 れ る と 考 え ら れ て い る(8 1)｡ AS 8と u n cB4 01 の相 違 点 は
ぎl に 対 す るF｡ の 結 合 力 が 野 惟 株 と 変 わ ら な い こ と で あ る ｡ こ の 事 か
ら ､ A S 8 の H
･ 排 出 活 性 が 損 な わ れ て い る の は u n cB 4 0 1と 同 じ 理 地 と は
考 え 難 い ｡ A S8 ではH･ の 排 出 滴 性 とFlと F払 と の 結 合 力 が 排 出 摘 惟 と 平
行 な 関 係 で な い こ と か ら ､ AS 8の H
◆
- A T Pa s eは 分 子 内 で 脱 共 役 し て い
る 可 能 性 が あ る ｡
H itchel lはFl にH
◆ が 結 合 し ､ AT P の分 解 に よ っ てFlか らtl
＋
- AT Pa s e
分 子 内 に 解 離 し た円
･が F9 を 通 過 す る た め に 膜 を 通 し たH
◆ の 輸 送が 起
き る と 述 べ て い る(82)｡ し か しA S 8 の H
'
- AT Pa seの よ う に 膜 の H十 に 対
す る 漏 れ が な い の に 分 子 内 で 脱 共 役 が 起 き る な ら ば ､ プ ロ ト ン 輸 送
摘 性 が な く な っ た に はA T P の分 解 に と も な う Fl の コ ン プ オ メ - シ ョ ン
変 化 の 力 がF8 に 伝 わ ら な く な う た た め か も 知 れ な い ｡
.こ の よ う な 考 え を 支 持 す る 報 告 が D inrot hに よ っ て な さ れ て い る ｡
海 洋 性 嫌 気 性 プ ロ ピ オ ン 酸 細 菌 の 細 胞 膜 に 存 在 す る Na
十
- A T Pa seは 他
の 生 物 種 の FIF8 - A TPa s eと 全 く 同 じ 構 造 だ が ､ H
＋ の 替 わ り にNa ＋を 輸
送 す る(83)｡ こ の 酵 素 の Fl はNa
' に よ っ て は 全 然 措 性 化 さ れ ず ､ Na t
に 対 す る 基 質 特 異 惟 はFB に よ っ て 決 っ て い る と 考 え ら れ て い る ｡ こ
- 108-
の 事 は ､ F匂を 通 過 す る カ チ オ ン は 必 ず し もFL に 結 合 し な く て も 良 い
こ と を 示 し て い る ｡ 従 っ て ､ プ t3 ピ オ ン 酸 蘭 で は ､ Fl はF切 に 対 し て
カサ オ ン 輸 送 に 必 要 な 原 動 力 を 与 え る だ け の 可 能 性 が あ る ｡ A S8 の詳
し い 解 析 はFIF功 一 A T Pa s eの カ チ オ ン 輸 送 機 偶 の 解明 に 有 効 と 考 え ら れ
る ｡
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泉怒-･'::覇者二‡:主
こ
…二三;
str e pto c o c c u sfae c al isのH ＋ - AT Pa s e愈 成 と そ れ が も た ら す 生理 的
意 義 に 関 し て 得 ら れ た 結 論 を ま と め る と ､ ( 1 ) SM . fa e c al isの円
＋
-
AT Pa s e合 成 は 細 胞 内 pHが 7. 6以 上 で は 一 定 で あ る が ､ ( 2 ) 7 . 6以 下
で は 促 進 を 受 け る ｡ (3 ) H' - AT Paseの 代 謝 速 度 は 細 胞 内 p11に 関 わ ら
ず 一 定 で あ る の で ､ 細 胞 内 pHが 低 く な っ た と き に 起 こ るH＋ - AT Pa s eの
増 加 は円＋ - AT Pa s eの 合 成 量 が 増 加 し た 結 果 で あ る ｡ ( 4 ) こ の H＋ - AT
Paseの 増 加がfI＋ 排 出 の 増 加 を も た ら し ､ そ の 結 果 細 胞 内 が ア ル カ リ
性 化 し て 細 胞 内 が pH 7. 6付 近 に 保 た れ る ｡ ( 5 ) 邑. 姐 追で はFl
とF¢ の 合 成 が 独 立 に 制 御 さ れ て い る ｡ 以 上 の よ う に S_ , 地 はH
＋
- AT Pa s cの 合 成 調 節 に よ っ て 細 胞 内pHを 調 節 し て い る こ と･ が 明 ら か
に な っ た ｡
本 論 文 で も 明 ら か に し た よ う に ､ 蔓･ fe a c al isの 細 胞 内 pH調 節機 構
は そ の 単 純 さ に も 関 わ ら ず ､ 細 胞 内 pHが 正 確 に7 . 6付 近 に 保 た れ る よ
う に な っ て い る ｡ 大 腸 菌 な ど の 呼 吸 鎖 を 持 っ 細 菌 頬 と 比 較 す る と邑.
fa e c al isの 方 が 他 の 生 理 機 能 に 対 す る 細 胞 内pr[調 節 機 構 の 独 立 性 が
高 い た め 単 純 な 仕 組 み で も う ま い 調 節 が 出 来 る の だ と 言 え そ う で あ
る ｡ な ぜ な ら ば ､ 大 腸 菌 に はAT Pな どfヒ学エ ネ ル ギ ー を 使 う pH調 節 機
- 110-
構 が な く ､ 現 在 ま で に 提 案 さ れ た 細 胞 内pH の調 節 機 構 は ､-す べ て 呼
吸 鎖 に よ るH' 排 出 と H
＋
と カ チ オ ン の 逆 輸 送 系 に よ る H＋ の 取 り 込 み に
よ
･
る 酸 性 化 で 説 明 し て い る (5,19)｡ し か し ､･H
' の 取 り 込 み に 利用 で
き る カ チ オ ン の 濃 度 勾 配 は ､ そ も そ も プ ロ ト ン 駆 動 力 を 消 費 し て 出
来 た も の だ か ら ､ そ れ を 使 っ て H
＋
を 取 り 込 む の は 余 り に も 不 経済 な
方 法 で あ る(84)｡ ま た ､ こ の 様 な 機 構 は カ チ オ ン - H
＋嘩輸 送 系 の pH依
存 性 に よ っ て 調 節 さ れ て い る と 考 え ら れ て い る の で ､ 4 章 の 論 議 か
ら 考 え る と 内 部 pHが 一 定 に な ら な い 可 能 性 か あ るi 更 に こ の よ う な
機 構 で は 外 部 の カ チ オ ン 鴻 度 の 変 化 に 細 胞 内 pHが 影 響 を 受 け 易 い ど
考 え ら れ る ｡
も し ､ 大 腸 菌 が 細 胞 内 p¶を 厳 密 に 調節 す る な ら ば ､ 細 胞 内 pHだ け
で な く 調 節 機 構 が 共 役 し て い る カ チ オ ン 洩 度 や 膜 電 位 に 基 づ い て 様
々 な 輸 送 系 の 描 性 を 変 化 さ せ な け れ ぱ な ら な い で あ ろ う ｡ と こ ろ が ､
s
_
. 地 の 細 胞 内pH調 節 機 構 で は H
＋
- A T Pa s e以 外 の 因 子 が な く ､
そ の 発 現 調 節 に 対 し て ネ ガ テ ィ プ フ ィ ー ド バ ッ ク ル - プ を 採 用 し て
い る の で ､ S . fa e c alisは 細 胞 内 pHが7 . 6か ら ど の 位 ず れ て い る の か
以 外 は 知 る 必 要 が な い . こ の ず れ が0に な る よ う にH
十
- AT Pa s eの 発現
豊 を 決 め て し ま え ば細 胞 内 は 自 動 的 に7 ･ 6付 近 に 保 た れ る の で あ る ｡
s . fa e calisで は 広 い 外 部pHで 生 育 で き る だ け で な く ､ 浸 透 圧 の 変
化 や 高 温 や 高 塩 過 度 に 耐 え る こ と が で き る ｡ 更 に ､ 呼 吸 鎖 が な い に
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も 関 わ ら ず 酸 素 に も 強 い ｡ こ れ ら の 事 業 は ､ S . fa ¢c al isに は 外 部 条
件 の 変 化 に 対 レ て 強 力 な 調 節 系 が 多 数 存 在 し て い る こ と を 示 し て い
る ｡ こ れ ら の 調 節 系 が 細 胞 の 内 部 状 態 を 厳 密 に 調 節 し て い る な ら ば､
こ れ ら の 調 節 系 は 互 い に 干 渉 せ ず 独 立 で あ る (互 い に 直 交 し て い る)
こ と が 望 ま し い の で ､ そ の エ ネ ル ギ ー 源 は AT P であ る の が 最 も 都 合 が
よ い と 思 わ れ る ｡ ｡
こ の よ う に ､ 細 胞 の 内 部 状 態 の 安 定 化 と い う 而 で は蔓･ fa e c alisa)
生 存 戦 略 は 優 れ て い る が ､ そ の 代 償 も 大 き い ｡ 酸 化 的 リ ン 酸 化 に よ
っ て A TPを 作 れ な い の に ､ S . fa e c al isの 調 節 系 は 大 豊 の A T Pを 消 費 し
て し ま う ｡ こ の た め に ､ 解 糖 系 で A叩 を 産 生 し な く て は な ら な い の で ､
s. fa e c al isに は 大量 の グ ル コ ー ス が 必 要 で あ る ｡ だ か ら ､ 栄 養 状 態
が 悪 く な る と邑.
る ｡
fa e c al isの 生 育 は 大 腸 菌 よ り も 有 利 と は い え な く な
細 菌 頒 の 進 化 上 で ､ Str eptoc o c cus属 は 比 戦 的 最 近 出 現 し た に 適 い
な い ｡ な ぜ な ら ば ､ Str epto c o c ciの 生 存 の た め に は 大 量 の グ ル コ -
ス が 必 須 だ が ､ 地 球 上 で グ ル コ ー ス は 植 拘 の 生 産 す る セ ル ロ ー ス や
で ん ぷ ん な ど に 主 に 存 在 し て い る ｡ S trepto c o c ci自 身 で は こ れ ら を
分 解 し て 利 用 す る こ と が 出 来 な い の で ､ こ れ ら を 分 解 で き る 生 物 に
寄 生 し な け れ ば 生 き 延 び ら れ る 機 会 は 少 な い と 思 わ れ る ｡ 事 実 ､ Sl
r epto c o c c u s属 の 多 く は 寄 生 性 で あ り ､ 大 腸 菌 と 比 較 す る と 様 々 な 代
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謝系 が な く な っ て い る の で 栄 養 要 求 性 が 高 い ｡ Str epto c 8 CC uS屑が 出
現 し た の は 植 拘 に 存 在 す る 大 豊 の セ ル ロ ー ス を グ ル コ - ス に 変換 で
き る 陸 上 の 草 食 動 吻 の 出 現 を持 た な く て は な ら な か っ た だ ろ う と 思
わ れ る ｡
そ の 様 に 考 え る と ､ H十 - ATPa s eで 生 体 内 の p舶用節 をSj 地
属 よ り も 兜 に 行 っ て い た 生 物 が あ る 可 能 性 が 出 て く る ｡ ほ 乳 輯 な ど
高 等 動 物 の 尿 細 管 に は H
＋
- A T Pa s eが 存在 し て お り 尿 へ の 酸 の 排 出 に 関
係 し て い る ら し い と 報 告 さ れ て い る(85) ｡ ま た ､ 植 物 や 貴 簡 頬 の 紳
胞 膜 に もH小 一 AT Pa s eが 存 在 し て い る (8 6,8 7)｡ 最 近 ､ 酵 母1ま邑･ fa e c a
ii&と 同 様 に 細 胞 膜 の H
＋
- A T Pa s eに よ っ て 細 胞 内 pHが 調 節 さ れ て い る
こ と が 明 ら か に な っ た(89)｡ 酵 母 の 場 合 で は ､ 培 地 を 酸 性 に し て 培
養 す る と 細 胞 膜 のIl＋ - A T Pa s e油 性 が 増加 す る ｡ こ の と き ､ H
'
- A TPa s e
の 蛋 白 盈 は 増 加 し な い が 酵 素 に 何 等 か の 修 飾 か 加 わ り 汚 性 化 す る ら
し い ｡ こ の 様 に ､ U
･
- AT Pa s eの 全 活 性 の 増 加 で 細 胞 内 pHを 調 節 す る の
はS . fa e c alisの 細 胞 内 pH調 節 機 構 と 同 等 で あ る ｡ S tr epr o c o c Cu Sの
生 埋 機 能 の 調 節 機 捕 は 調 節 系 の 進 化 的 プ ロ ト タ イ プ で は な く ､ 聖上旦
pto c o c ciは 鼻 核 生拘 の よ う に 進 化 し た 生 物 と 同 等 の 調 節 系 を 容 易 に
研 究 で き る 材 料 と な り う る と 思 わ れ る ｡ 細 菌 輯 で は ､ 主actoba cillu
旦 姐旦旦主に もH
◆
- AT Pa s eが 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る(90)｡ こ のH
'
_ AT Pa s eが ど の 様 な 生 理 的 役 割 が あ る の か は 明 か で な い が ､ 細 菌 類 で
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は 基 質 レ ベ ル の リ ン 酸イヒ で 且T Pが で き
l
才も ば プ ロ ト ン 駆 動力 は 必 要 な い
の で ､ 嫌 気性 薗 で は 駈工 幽 以 外 に も H
＋
- AT Pa s 8で 細 胞 内 pH調 節
を 行 っ て い る 可 能 性 が あ る ｡
以 上 述 べ た よ う に ､ str epto c o c ciと 同 等 な pH調 節 機 構 が 生 拘 界 に
広 く 分 布 し て い る ら し い の は ､ 次 の よ う な 理 由 が 考 え ら れ る ｡ 糖 の
利 用 に よ っ て 生 じ る 酸 の 生 成 や 外 界 の prIの 変 化 に 対 し て は 炭 酸 イ オ
ン な ど の 平 衡 で は 間 に 合 わ な い の で ､ H
＋ の 積 極 的 な 外 界 へ の 排 出が
必 要 だ か ら と 考 え ら れ る ｡ こ の と き ､ 細 胞 内 で の レ ベ ル が 安 定 なAT
Pを エ ネ ル ギ ー 源 に す る と ､ s . fa8C alisと 全く 同 じ 理 由 で 調 節 系 の
独立 性 が 高く な り 安 定 し た 調 節 が 可 能 に な る と 思 わ れ る ｡
他 の 生 物 種 の 場 合 で も ､ ら . fa e c alisの p11調 節 を 記 述 し た 一 般式
雌ユ = A(fa(p冗t)) (
at ∫
t - (I I
fe(put)at ＋ E O) - D(put)
- d t
は 4 童 の 考 察 で 述 べ た 理 由 で 現 象 を う ま く 説 明 で き る と 考 え ら れ る ｡
こ の 式 で 州tを Ⅹに 置 き 換 え る と
艶
= "fa(Ⅹ,)(J蔓妄言;)日t出 K( ) 】fe(Ⅹ ＋ E O) - N(x)
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(Kは 比 例 定 数 ､ Nは 撹 乱 項)
と な り ､ こ の 式 は 酵 素 の 金 浦 性 の 変 化 に よ っ て 内 部 状 態Ⅹの 恒 常性 の
維 持 を 行 う 系 の 挙 動 の 予 測 に 広 く 通 用 す る で あ ろ う ｡ そ こ で こ の 式
を ホ メ オ ス タ シ ス 方 程 式 と 呼ぶ こ と に す る ｡ S . fa e c alisに はpH調 節
系 以 外 に も さ ま ざ ま な 調 節 系 が あ る の で ､ こ の 式 に よ っ て 同 様 な 現
象 が 記 述 可 能 か は 興 味 深 い ｡ ま た ､ こ の 式 以 外 に も 調 節 系 の 基本 方
程 式 に 同 様 な も の が あ る の か を旦･ fa e c al isで 調 べ る の は 可 能 で あ る
と 思 わ れ る ｡
そ の 一 つ の 幌 捕 と し て 浸 遥 圧 の 調 節 が 挙 げ ら れ る ｡ 細 菌 矯 の 場 合 ､
外 部 の 浸 透 圧 の 変 化 に 対 し て 内 部 が 一 定 の 膨 圧 に な る よ う に 保 た れ
て い る(91)｡ こ れ は pH の場 合 の よ う に 制 御 の 目 標 値 が 一 定 で な く､
撹 乱 量 と の 差 が 一 定 に な る よ う に 調 節 さ れ る の で p粥周節 と は 全く 異
な っ た 式 に な る で あ ろ う ｡
の 取 扱 が 容 易 に な れ ばS
M
･
も し ､ 更 にS. fa e c al isの 遺 伝 学 的 の 実験
fa e c alisは 生 体 の 調 節 系 の 研 究 に 最 も 適 し
た 材 料 の 一 つ に な る で あ ろ う ｡
s
_
. 払 血 j追の 遺 伝 学 的 手 法 の 改 良 は ま た H
◆
- AT Pa s eの 生合 成 の 分
子 レ ベ ル の メ カ ニ ズ ム の 解 明 に も 必 要 で あ るこ 現 在 の ト ラ ン ス フ ォ
ー メ - シ ョ ン の 効 率(7 1,7 2)で も H＋ - AT Pa s eの 構 造 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ
ン グ は 大 腸菌 申 で 抗 体 を 使 っ て も 遥 択 で き る の で 可 能 で あ る が ､ 調
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節遺 伝 子 と な る とS_ ･ fa ec al isの ト ラ.ン ス フ ォ
ー メ ー シ ョ ン 系 し か 利
用 で き な い の で 不 可 能 に 近 い ｡ 蔓･ fa BC al isの 調 節 系 の 研 究 は 最 終 的
に は 遭 伝 子 の 発 現 機 構 を 調 べ な い と 現 象 レ ベ ル の 解 析 か ら だ け で は
知 る こ と の 出 来 な い 調 節 機 構 を 見 落 と す こ と に な る ｡ 今 後 は S. fa e
c al isの 系 で 効 率 の 良 い 遺 伝 学 的 実 験法を 開 発 す る こ と が 最 優 先 の 課
題 に な る と 思 わ れ る ｡
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